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Résumé

Dans cette étude, quatre isolats de Rhizobactéries pré-identifiés pour leur tolérance au stress
hydrique ont été caractérisés par des analyses macroscopiques et microscopiques, ainsi que
une identification biochimique via la galerie API 20E. Parallelement, leur capacité a produire
de I’Acide Indole Acétique (AlA) a également été évaluee. Les grains de blé (Triticum durum
Dsef) de simeto inoculés par ces isolats sont mis a germer sous différent niveaux de stress
hydriques simulés par différentes concentrations de PEG 6000 (5%,10%,15% et 20 %) et
comparé aux conditions normales. L’analyse morphologique a révélé une variabilité entre les
souches étudiées. Cette diversité est confirmée par la variabilité des caractéristiques
métaboliques, biochimiques ainsi leur capacité a produire I’AIA ou la souche S1 se distingue

par sa forte production (40,09 pg/mL).

L’analyse des résultats de la galerie API 20E a permis d’affilier I’isolat S1 au genre Pantoea,
I’isolat S2 a Serratia, 1’isolat S3 a Pseudomonas et I’isolat S4 a Rahnella. A (5%) Les
souches S1 et S4 ont amélioré le pourcentage et la vitesse de germination, ainsi que la
longueur et le poids des plantules sous condition de stress. A 10% c’est la souche S1 qui a
amélioré le pourcentage et la vitesse de germination alors que la souche S4 a un impact
positif sur I’Indice de vigueur de la longueur et le poids des plantules. A des concentrations
élevées de PEG 6000 (15%) la souche S3 se démarque par son pouvoir promoteur de tous les
parametres étudiés. Face a un stress sévere (20%) la souche S1 avait un effet positif sur le

pourcentage de germination et S4 sur I’indice de vigueur du poids des plantules.

Mots Clés : Rhizobactéries ; Tolérance ; Triticum durum Dsef ; Stress Hydrique ; PEG 6000



Abstract

In this study, four bacterial isolates, pre-identified for their drought stress tolerance, were
characterized by macroscopic and microscopic analyses, as well as biochemical identification
using the APl 20E gallery. Concurrently, their ability to produce Indole Acetic Acid (IAA)
was also evaluated. 'Simeto’ durum wheat (Triticum durum Desf.) seeds inoculated with these
strains were germinated under different levels of water stress simulated by various

concentrations of PEG 6000 (5%, 10%, 15%, and 20%), and compared to normal conditions.

Morphological analysis revealed variability among the studied strains. This diversity was
further confirmed by the variability in metabolic and biochemical characteristics, as well as
their IAA production capacity, with strain S1 standing out for its high production (40.09
pg/mL). API 20E gallery results allowed the affiliation of isolate S1 to the genus Pantoea,
isolate S2 to Serratia, isolate S3 to Pseudomonas, and isolate S4 to Rahnella.

At 5% PEG 6000, strains S1 and S4 improved germination percentage and rate, as well as
seedling length and weight under stress conditions. At 10% PEG 6000, strain S1 enhanced
germination percentage and rate, while strain S4 positively impacted the seedling length vigor

index and seedling weight vigor index.

At higher PEG 6000 concentrations (15%), strain S3 distinguished itself by its promoting
power on all studied parameters. Faced with severe stress (20% PEG 6000), strain S1 had a

positive effect on germination percentage, and S4 on the seedling weight vigor index

Keywords : Rhizobacteria; Tolerance; Triticum durum Desf.; Water Stress; PEG 6000
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1. Introduction

Les céréales sont I'une des cultures agricoles les plus importantes au monde, en raison de leur
role vital dans la réalisation de la sécurité alimentaire et la satisfaction des besoins
fondamentaux des populations (Slama et al., 2005; FAO, 2024). Elles constituent le
composant de base du régime alimentaire de la plupart des peuples du monde et sont
largement utilisées dans diverses industries alimentaires (Tilman et Clark, 2018). Parmi les
céréales les plus importantes, le blé se distingue comme une denrée stratégique, Il est en effet
considéré comme une source principale de glucides et de protéines, et est utilisé dans la
production de pain et de ses dérivés. (kellou, 2008 ; FAO, 2020)

La culture céréaliére est l'activité agricole prédominante en Algérie, couvrant une superficie
significative estimée a environ 3,3 millions d'hectares annuellement, principalement dans les
régions arides et semi-arides (Laala et al., 2009 ; MADR, 2023). Le blé, sous ses deux formes
tendre et dur, constitue l'une des cultures les plus cultivées et consommées dans le pays.
Malgré les efforts déployés pour atteindre I'autosuffisance, I'Algérie continue de dépendre des
importations pour satisfaire la demande locale, les statistiques indiquant que la production
nationale ne couvre qu'une partie limitée de la consommation (Milling & Grain Middle East
and Africa, 2024).

Les changements climatiques, la réduction des terres agricoles et la rareté des ressources en
eau sont parmi les principaux défis auxquels la culture du blé est confrontée en Algérie. En effet,
Le stress hydrique représente un facteur crucial limitant la production des céréales, affectant
I'ensemble des phases de croissance (Jha et al, 2020). De ce fait, la tolérance a la sécheresse

constitue un enjeu majeur pour les sélectionneurs et les producteurs de céréales a paille.

La gestion de ces défis nécessite la mise en place de stratégies efficaces ainsi que de solutions
alternatives et durables visant a renforcer la résistance des plantes aux conditions
environnementales extrémes. Dans ce contexte, les rhizobactéries promotrices de la
croissance des plantes (PGPR) constituent une stratégie biologique prometteuse pour atténuer
les effets délétéres du stress hydrique. Ces microorganismes bénéfiques exercent leurs effets
par divers mécanismes, tels que la production d’auxines, la solubilisation du phosphore, la
synthése de I’ACC-déaminase, la production d’exopolysaccharides, ainsi que I’induction de la

tolérance systemique acquise, entre autres (Vurukonda et al,. 2016).

Ainsi, la présente étude a pour objectif d'évaluer l'impact de l'inoculation de souches

bactériennes sur la germination du blé dur sous diverses conditions de stress hydrique.
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Notre étude est basée sur trois chapitres principaux:

Le premier chapitre: est une synthése bibliographique qui présente une description générale
de blé dur, quelques notions de stress hydrique, et les mécanismes de tolérance des plantes au

stress hydrique.

Le Deuxieme chapitre: description du matériel végétal, conditions de culture et les parameétres
étudiés

Le troisiéme chapitre: comprend la présentation et la discussion des résultats obtenus dans ce

travail. Terminez ensuite la thése par une conclusion suivie d'une liste de références

bibliographiques
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Chapitre | : analyse bibliographique
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Chapitre | : analyse bibliographique

1. Généralité sur le blé

Les céréales figurent parmi les toutes premiéres plantes a avoir été cultivées et récoltées par
I'nomme. La prospérité des civilisations antiques reposait en grande partie sur leur capacité a
produire, stocker et distribuer ces grains essentiels, notamment le blé, le riz et I'orge (El Felah
etal., 2015).

Le blé est I'une des principales ressources alimentaires de I'numanité. Son histoire est
intimement liée a celle de I'homme et de I'agriculture : sa culture précéde I'histoire écrite,
marquant I'agriculture néolithique apparue en Europe il y a 8000 ans. La plus ancienne culture
de blé identifiée semble étre celle du blé dur, originaire du Croissant fertile en Mésopotamie
(Maccaferri et al., 2019)

Les deux especes des céréales les plus cultivées sont : le blé dur (Triticum durum) : AABB (2
n =4 x = 28) Tétraploide et le blé tendre (Triticum aestivum L) : AABB DD (2 n =6 x = 42)

Hexaploidie.

1.1. Origine géographique Du blée dur

Faisant partie des premiéres espéces végétales cultivées par I'homme, Cette plante annuelle a
été domestiquée au Proche-Orient, espace connu sous le nom du « Croissant fertile » ou les
terres sont cultivables grace a un climat suffisamment pluvieux. Il couvre I'lrak, la Palestine,
la Syrie, le Liban, I'Egypte, la Jordanie, la périphérie de la Turquie et I'lran durant une période
allant de 7 000 a 10 000 ans (Croston et Williams, 1981) et il s’est propagé vers le Nord-
Ouest par les plaines cotiéres du bassin méditerranéen et au travers des Balkans (Omari et
Tahri, 2021). Des preuves archéologiques, sous forme de vestiges de blés diploides et
tétraploides, attestent de sa présence dés le Vlle millénaire avant J.-C. sur des sites du Proche-
Orient (Harlan, 1975 ; Boulal et al., 2007 ). La culture du blé a été diffusée par la suite vers

I’ Afrique, 1’ Asie et I’Europe a partir de cette region (Amrouche et Mesbah, 2017).
1.2. Origine géneétique :

Le blé dur (Triticum durum) est une espece allotétraploide, caractérisée par un nombre
chromosomique de 2n = 4x = 28. Il posséde quatorze paires de chromosomes réparties entre
deux génomes distincts, désignés A et B. Le génome A est hérité du (Triticum urartu), une
espéce sauvage diploide considérée comme I’ancétre génétique de 1’engrain (Triticum

monococcum), et dont la constitution génomique est de type AA. En revanche, le génome B
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provient vraisemblablement de 1’espéce sauvage (Aegilops speltoides), également diploide
(Schuhwerk et al., 2011) (Figure 1).

— free-threshing hulled
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&
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T. turgidum T. dicoccum
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(SS) T. polonicum T. karamyschevii
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@ T. eastivum T. spelta
Sl T. compactum T. macha
Triticum aestivum T. spaerococcum  T. vavilovii
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Figure 1: Phylogénie des espéces de blé (Schuhwerk et al., 2011)

1.3. Classification botanique du blé :

Le blé est une Angiosperme, Monocotylédone. Il appartient a 1’ordre des Poales, famille des
Poacées appelée aussi graminées. Cette famille rassemble 600 genres et plus de 5000 espéces
(Zegrary, 2014). D’aprés Angiosperm Phylogeny Group 11 (2009), la classification botanique
du blé dur est dans le tableau 1

Tableau 1 : Classification botanique du blé (APG 111, 2009)

Régne : Plantea
S/regne : Tracheobionta
Embranchement : Phanérogamiae

S/Embranchement : Magnoliophyta (Angiospermes)

Division : Magnoliophyta
Classe : Liliopsida(Monocotylédones)
S/Classe : Commelinidae
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Ordre : Poales(Glumiflorale)
Famille : Cyperales

S/Famille : Poaceae (Graminées)
Tribue : Pooideae (Festucoideae )
Shribu : Triticeae

Genre Triticum

Espece Triticum durum,

1.4. Caracteres morphologiques du blé

Le blé est une plante herbacée qui se distingue par des caractéristiques morphologiques

spécifiques. Sa hauteur varie selon les variétés, pouvant atteindre jusqu’a 1,5 métre. Pour en

faire une description complete, il convient d'examiner chaque organe constitutif de la plante
(Figure 2).

>

Le systeme racinaire est composé de deux types de racines : les racines séminales,
issues de la plantule lors de la levee, et les racines adventives, qui apparaissent
ultérieurement a partir des nceuds basaux et forment le systéme racinaire permanent
(Boulal et al., 2007).

La tige, de forme cylindrique et généralement creuse, est segmentée en entre-nceuds
d’ou émergent les feuilles. Elle ressemble a un tube cannelé et contient de nombreux
faisceaux conducteurs de seve.

Les feuilles, quant a elles, sont disposées de maniére alternée, de forme rubanée et
engainante, avec une surface pouvant atteindre 30 cm2. Chaque feuille se compose
d’une gaine qui entoure la tige et d’un limbe qui se déploie a maturiteé.

L’épi se développe a partir du bourgeon terminal situé sur le plateau de tallage, une
fois la croissance de la tige achevée. Il est initialement enveloppé par la derniere
feuille (figure 2)

Les epillets, disposés le long de 1’axe de 1’épi, regroupent plusieurs fleurs. Celles-ci,
dépourvues de pétales, sont protégées par des glumelles et glumillules. Apres
fécondation, chaque fleur donne naissance a un fruit unique : le caryopse ou grain
(Hacini, 2014).

Le grain, a la fois fruit et graine, présente une forme ovoide avec une face dorsale

Iégérement bombée et une face ventrale aplatie. Le caryopse est constitué de trois
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parties: les enveloppes, 1’albumen (ou amande) et I’embryon (ou germe). Sa couleur
varie du blanc au roux selon les conditions climatiques, pédologiques et culturales
(Hacini, 2014)
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Figure 2: la Morphologie de blé dur (AAINB, 2003)
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2. La germination des grains de blé dur

La germination est une étape clé marquant le passage de I'état de dormance de la graine seche
a celui de développement actif de la plantule utilisant les réserves de la graine pour soutenir sa

croissance (Laurent et al., 1991 ; Mazoyer, 2002).

Ce processus se déclenche lorsque la graine se trouve dans des conditions favorables, ¢’est-a-
dire avec suffisamment d’eau, de chaleur et d’oxygeéne (Chaussat et Ledeunff 2000; Baskin et
Baskin 2004 ; Soltner, 2007). Elle débute dés 1’hydratation de la graine et suit une cinétique
en trois phases (Bewley, 1997). L'eau s'infiltre dans la graine, déclenchant ainsi I'activité
enzymatique essentielle a la conversion des réserves nutritives en énergie. La premiéere partie
de la plante a émerger est la radicule, destinée a devenir la racine principale. Par la suite, la

tigelle pousse vers le haut, portant les premieres feuilles (Taiz et al., 2015).

2.1. Physiologie de la germination
La germination des graines comprend trois principales phases successives

» Phase 1 : Imbibition (absorption de I’eau)
La premiére phase débute lorsque la graine commence a absorber 1’ecau de son environnement.
Pour enclencher le processus de germination, une graine de blé doit atteindre un taux
d’humidité situé entre 35 % et 45 % de sa masse seche. La germination peut étre amorcée
aussi bien par la vapeur d’eau que par 1’eau liquide (Pracharoenwattana, 2005). Il est a noter
que la germination du blé dur peut s'amorcer méme a une humidité relative de I'air de 97,7 %
(Dupont, 2010). Ce phénomene souligne I'efficacité de la graine a capter I'hnumidité ambiante.
Par comparaison, un sol qualifié de "sec", ou l'eau n'est plus accessible aux racines des
plantes, conserve néanmoins une humidité relative d'environ 99 % (Green, 2015), ce qui est
largement supérieur a I'état de dessiccation d'une graine. Ainsi, méme dans des conditions
séches, la germination peut débuter si la graine absorbe suffisamment d’humidité, bien que

cela prenne plus de temps qu’en conditions humides (Pracharoenwattana, 2005).

» Phase 2 : Activation enzymatique
Une fois la graine réhydratée, I’embryon se gonfle et produit des hormones qui stimulent la
synthése d’enzymes. Ces enzymes dégradent les réserves d’amidon et de protéines stockées
dans la graine, les transformant en sucres simples et acides aminés, fournissant ainsi 1’énergie
nécessaire a la croissance embryonnaire. Plus une graine contient d’amidon, plus elle dispose

d’énergie pour le développement. Si la graine se desséche avant que 1I’embryon ne commence
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a se développer, elle peut rester viable et reprendre la germination ultérieurement. Cette phase
se poursuit jusqu’a la rupture du tégument, qui marque le premier signe visible de la

germination (Agronomists, 2007).

» Phase 3 : Germination visible
Au cours de cette phase, I’embryon poursuit son développement de manicre observable. La
radicule (future racine principale) perce en premier, suivie des autres racines primaires, puis
du coléoptile. Les enzymes mobilisées lors de la phase précédente permettent de transférer les

nutriments stockés vers les tissus en croissance (Agronomists, 2007).

> Emergence
L’émergence correspond au moment ou le coléoptile ou la premiere feuille devient visible au-
dessus de la surface du sol. Avant cela, le coléoptile, aprés avoir percé le tégument,

commence a croitre vers la surface, guidé par la lumiére (Agronomists, 2007).

» Formation du coléoptile
Le coléoptile, bien formé deés 1’état embryonnaire, est une structure en forme de dé a coudre
qui enveloppe la premiere feuille et facilite sa traversée du sol. 1l peut mesurer environ 50 mm
de long et 2 mm de diameétre. Sa couleur est généralement blanche, a I’exception de deux
fines bandes chlorophylliennes. L’extrémité du coléoptile, arrondie et fermée, comporte un
petit pore d’environ 0,25 mm par lequel passera la premicre feuille une fois la lumiere
détectée. Lorsque le coléoptile atteint la surface du sol, il cesse de croitre, et la premiere vraie
feuille le traverse. Tant que cette étape n’est pas atteinte, la plantule dépend exclusivement
des réserves de la graine. La particularité du coléoptile est qu’il peut détecter la direction de la
surface du sol, contrairement a la premiére feuille qui, si elle émerge sous terre, peut pousser

de maniére désorientée (Agronomists, 2007).
2.2 Facteurs affectant la germination et I’émergence

La germination et I'émergence du blé sont principalement influencées par trois facteurs clés.
Premiérement, la dormance des graines varie selon les variétés : faible et rapide chez les blés
blancs australiens, mais plus longue (3-7 mois) chez les blés rouges européens/nord-
américains en raison d'anthocyanes dans leur tégument. Deuxiemement, I'humidité du sol est
déterminante pour la vitesse de germination, un sol sec la ralentissant considérablement. La
graine peut suspendre et reprendre sa germination si le sol s‘asseche, restant viable jusqu'a
I'arrivée de nouvelles pluies. Cependant, un sol compacté ou crolté apres le semis peut

entraver I'émergence des plantules, surtout pour les variétés a coléoptile court ; des pratiques
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comme l'ajout de gypse/chaux ou la rétention de chaume peuvent améliorer la structure du sol
et la levée (Agronomists, 2007). Enfin, la température est un facteur majeur, avec une plage
optimale de 12 °C a 25 °C. La vitesse de germination est directement liée a la température
cumulée (en degrés-jours), nécessitant environ 35 degrés-jours pour étre visible, par exemple
5joursa 7 °C ou 3,5 jours a 10 °C (Agronomists, 2007).

3. La production du blé dur

3.1. Laproduction mondiale

A T’échelle mondiale, le blé dur représente une part relativement modeste de la production
céréaliére, avec environ 10 % du volume total de blé cultivé (FAO, 2023). Toutefois, sa
valeur économique est plus élevée que celle du blé tendre, en grande partie grace a I’industrie
des pates, qui stimule la demande. Le prix du blé dur est généralement supérieur de 10 a 20 %
a celui du blé tendre (Sall et al., 2019).

La culture du blé dur est concentrée dans trois principales zones géographiques : la région
méditerranéenne, les grandes plaines situées entre le Canada et les Etats-Unis, ainsi que les
zones arides du sud-ouest des Etats-Unis et du nord du Mexique. Les plus grands producteurs

mondiaux sont la Turquie et le Canada, suivis par 1’Algérie, 1’Italie et I’'Inde. (Abou-Ayana et
al., 2020).

Dans le bassin méditerranéen, la production varie fortement d’une année a 1’autre en raison de
sa forte dépendance aux conditions climatiques, notamment aux précipitations. En Afrique du
Nord et dans le sud de I’Europe, les épisodes de sécheresse affectent considérablement les
rendements (Ranieri, 2015). Face a une production locale insuffisante, les pays
méditerranéens dépendent des importations : ils acquierent annuellement plus de 5 millions de
tonnes de blé dur, principalement du Canada et des Etats-Unis. (USDA, 2024)

D’aprés le Conseil international des céréales (CIC) (2024), la campagne 2023/2024 a été
marquée par une baisse de 10 % de la production mondiale, qui s’est établie a 31,4 millions de
tonnes métriques (MMT). La demande a dépassé I’offre de 2,6 MMT, entrainant un marché
tendu (Figure 3). Le Canada, principal exportateur mondial, a enregistré une chute de 30 %
de sa production, atteignant seulement 4 MMT, en raison de la sécheresse dans ses principales

régions agricoles.
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Production en volume de blé au niveau mondial entre 2015/2016 et 2021/2022 (en
millions de tonnes)
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Figure 3: production en volume de blé au niveau mondial entre 2015/2016 et2021/2022(en
millions de tonnes). (Statista, 2022)

3.2. La production céréaliére en Algérie

L’ Algérie s’étend sur une superficie totale de 238 millions d’hectares, dont environ 80 % sont
occupés par le désert du Sahara (Direction des Systemes d'Information, des Statistiques et de
la Prospective, 2019). La superficie agricole représente 18,5 % du territoire national, mais
seule une partie de cette surface est effectivement exploitée. La superficie agricole utile
(SAU) est estimée a 8,56 millions d’hectares, avec environ 4,8 millions d’hectares consacrés
aux cultures herbacées, notamment les céréales.

Dans un contexte climatique difficile, la céréaliculture reste la principale activité agricole
dans les zones arides et semi-arides. Cependant, la production nationale varie fortement selon
les années, en raison de la dépendance aux conditions climatiques, notamment a la quantité et
a la répartition des précipitations (Djermoun, 2009). Pour la campagne 2023/2024, la
production algérienne de blé est estimée a 2,7 millions de tonnes, en baisse par rapport a la
saison précédente (2022/2023), ou elle avait atteint environ 3,7 millions de tonnes (USDA,
2024).

Face a cette instabilit¢ de la production locale, 1’Algérie a recours massivement aux
importations pour combler ses besoins. Avec une consommation annuelle moyenne de 11
millions de tonnes, elle se positionne comme le deuxiéme plus grand consommateur de blé en

Afrique du Nord, aprés I'Egypte. En 2023/2024, les importations de blé ont atteint environ 8,7

25



Chapitre | : analyse bibliographique

millions de tonnes, marquant une hausse de 7,4 % par rapport a I’année précédente (United
States Department of Agriculture, 2024). Les principaux fournisseurs sont la France, les Etats-
Unis, le Canada et I’ Argentine (USDA, 2024 ; Rastoin et Benabderrazik, 2014).

4. Le stress

Le stress, en biologie végétale, est une situation dans laquelle une plante est exposée a des
conditions défavorables (internes ou externes) qui perturbent sa croissance, son
développement ou son fonctionnement normal. Cela peut étre causé par des facteurs
abiotiques (comme la sécheresse, le froid, ou la salinité) ou biotiques (comme les maladies ou
les insectes). (Menacer, 2007)

4.1. Les types de stress

4.1.1. Stress biotique
Le stress biotique désigne I’ensemble des contraintes exercées sur un organisme vivant par
d’autres organismes vivants, tels que les insecte, les micro-organismes et les mauvaise herbes
qui attaque les plantes (Kazi et al., 2013). Ces organismes peuvent endommager directement
les tissus végetaux ou interférer avec le métabolisme de la plante et affaiblir son systeme
immunitaire, ce qui entraine une réduction de la croissance et du rendement.

» Les maladies principales du blé dur

Le blé est susceptible d'étre affecté par diverses maladies pendant son cycle de croissance,
pouvant entrainer des baisses significatives de rendement, particulierement si la variété
cultivée est vulnérable et si les conditions environnementales favorisent la propagation des
pathogenes, en particulier les agents cryptogamiques responsables de dommages
considérables. (Aouali et Douici-Khalfi, 2013).

Le blé dur est sensible a plusieurs maladies fongiques importantes, notamment I'oidium
(Erysiphe graminis f.sp. tritici), qui se manifeste par des taches blanches poudreuses sur les
feuilles et se propage rapidement par temps doux et humide (Amrani, 2013 ; Merouche,
2015). La septoriose, causée principalement par Zymoseptoria tritici, est une pathologie
majeure pouvant entrainer des pertes de rendement allant jusqu'a 40 % et se caractérise par
des taches brunatres a centre clair sur les feuilles, se développant par temps frais et humide
(Dean et al., 2012 ; HGCA, 2012 ; Fones et al., 2015). La fusariose (Fusarium roseum et
Microdochium nivale) est également une préoccupation. Le blé dur est également affecté par

les rouilles : la rouille jaune (Puccinia striiformis f.sp. tritici), qui prospére dans un climat
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frais, nuageux, humide et venteux (Amrani, 2013 ; Moreau, 2011), et la rouille brune
(Puccinia triticina), reconnaissable a ses pustules brun orangé sur les feuilles, favorisée par
des températures modérées et une forte humidité, et qui réduit l'activité photosynthétique
(Aouali et Douici-Khalfi, 2009).

4.1.2. Stress abiotique (non —vivant)
Les stress abiotiques désignent I'ensemble des effets néfastes engendrés par des facteurs non
vivants sur les organismes vivants au sein de leur environnement (Vinebrooke et al., 2004).
Ces facteurs peuvent perturber le fonctionnement physiologique des organismes a 1’échelle
individuelle ou nuire aux performances globales d’une population, provoquant ainsi des
dommages chez les plantes, les animaux et les microorganismes (Etsami et al., 2018; FAO,
2021 ; Islam et Sandhi, 2022 ; Tellah et al., 2022).
Les plantes sont plus affectées du fait qu’elles dépendent des facteurs environnementaux, qui
peuvent leur imposer des modifications métaboliques, physiologiques, phénologiques et
peuvent méme entrainer la mort des plantes (shilpi et Narendra, 2005 ; Less et Galill, 2008 ;
Guo et David ho, 2008 ; Etsami et al., 2018).
On distingue plusieurs types de stress abiotiques, généralement classés selon leur origine :
atmosphérique ou édaphique. Les stress d’origine atmosphérique regroupent notamment les
variations extrémes de température (chaleur ou froid) ainsi que les fluctuations d’humidité
liées a des précipitations anormales, pouvant entrainer des situations de sécheresse ou
d’inondation (FAO, 2021 ; Islam et Sandhi, 2022 ; Tellah et al., 2022 ).
Les stress édaphiques, quant a eux, sont liés aux propriétés du sol, telles qu’une faible fertilité,
une salinité ou une acidité élevées, ou encore la présence de concentrations toxiques de
métaux lourds ou de polluants organiques (FAO, 2021 ; Tellah et al., 2022). Une grande
diversité de facteurs environnementaux abiotiques, indépendants les uns des autres, sont ainsi
a I’origine des stress identifiés (Tableau 2)

Tableau 2: Les facteurs environnementaux et leurs impacts biologiques sur la plante

facteur effets primaires Effets Secondaires

Sécheresse Reduction Du Potentiel Reéduction de I'expansion fermeture stomatique,
Hydrique, Déshydratation | Photosyntheése, des Cellules, Inhibition de
Cellulaire, abscission la Foliaire, déstabilisation des

membranes et protéines, production de ros,
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cytotoxicité ionique, mort cellulaire

Salinité Reduction Du Potentiel Identique Au deficit hydrique
Hydrique, Déshydratation
Cellulaire, Cytotoxicité
lonique
Lumiere Photoinhibition, Inhibition de la réparation de PSII, réduction De
Production De Ros La fixation du Co>
Chaleur Déstabilisation des Inhibition de la Photosynthese et de la
membranes et des respiration, production de ros, mort cellulaire
protéines
Froid Déstabilisation des Dysfonctionnement des membranes
membranes
Inondation | hypoxie, anoxie Réduction de la respiration, métabolisme
fermentatif, Production De toxines par les
Microbes anaérobies, production de ros.
fermeture stomatique
Gel Réduction du Potentiel effets identiques destruction Physique au déficit
hydrique. hydratation hydrique.
cellulaire, formation de
cristaux de glace
symplasiques
métaux et | liaison Perturbée des perturbation du metabolisme, mimer d'autres
polluants cofacteurs aux protéines Et | métaux essentiels

a I’ADN. Production de
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ros

4.2. Le stress thermique

La variation des températures affecte, au méme titre que le manque d’eau, la croissance et le
développement de la plante. Certains stades végétatifs et périodes du cycle de développement
sont particulierement plus sensibles a ces événements climatiques (Hopkins, 2003).

La contrainte thermique est une fonction complexe qui varie selon I’intensité, la durée et les

taux d’augmentation ou de diminution de la température (Oukarroum, 2007).
4.3. Le stress salin

On définit la salinité comme I'accumulation de sels solubles dans la solution du sol & un
niveau qui géne la croissance et le développement des végétaux. Il existe généralement deux
sortes de salinité : la salinité primaire et la salinité secondaire (Munns et al., 2006).

Le stress salin se réfere a une élévation soudaine de la concentration en sels qui résulte d'une
part, d'un influx accru d'ions dans la cellule suite a la diminution de la concentration du milieu
extérieur, et d'autre part, a une déperdition d'eau par le biais de I'osmose. On constate une
présence notable de sels dissous non seulement en milieu marin, mais également dans de

nombreux environnements terrestres (Ben Hebireche et Djafour, 2011).

4.4. Le stress hydrique

Le stress hydrique désigne une perturbation physiologique survenant chez la plante en
réponse a une disponibilité en eau insuffisante ou excessive, se traduisant par une réduction de
sa croissance et/ou de sa capacité reproductive par rapport au potentiel génétique du génotype
(Lamaze et al., 1994). La contrainte hydrique correspond ainsi a 1’ensemble des facteurs
responsables de cette limitation hydrique. Certains auteurs restreignent la définition du stress
hydrique aux seules situations ou I’hydratation des tissus végétaux est inférieure au seuil
optimal. L’apparition d’un épisode de sécheresse résulte généralement d’une combinaison
entre une diminution de 1’eau disponible dans le sol et une augmentation de la demande

évaporative de I’atmosphére (Kiani, 2007).

Le stress hydrique, principalement causé par la sécheresse, se manifeste comme une
perturbation physiologique majeure pour les plantes (Bouremani et al., 2023 ; Ranjan et al.,
2023). La sécheresse elle-méme est définie comme une période prolongée ou le déficit en eau

est tel qu'il perturbe la croissance et la productivité des cultures. (Boyer, 1982) On distingue
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plusieurs formes de sécheresse qui peuvent induire ce stress : la sécheresse météorologique
due & un manque de précipitations, la sécheresse hydrologique caractérisée par une raréfaction
des ressources en eau (superficielles et souterraines), la sécheresse agricole ou I'hnumidité du
sol diminue, affectant directement le développement des plantes, et la sécheresse socio-
économique ou les besoins en eau des populations et des activités économiques ne sont plus
satisfaits (Ngumbi et Kloepper, 2018 ; Sati et al., 2023).

5. Impacts du stress hydrique sur la croissance et la physiologie des

plantes

Le stress hydrique, ou sécheresse, est un facteur multidimensionnel qui affecte profondément
la croissance des plantes en altérant leur potentiel hydrique et leur turgescence cellulaire
(Bouremani et al., 2023 ; Ranjan et al., 2023). Un niveau d'humidité adéquat est essentiel au
métabolisme et au développement embryonnaire des graines. Sous conditions de sécheresse,
I'absorption d'eau devient insuffisante, ce qui ralentit significativement la germination
(Kapoor et al., 2020).

Ce stress provoque des déséquilibres hormonaux, notamment une augmentation de 1’acide
abscissique (ABA) et une diminution de I’acide gibbérellique (AG), prolongeant ainsi la
dormance des graines et compromettant la germination (Ali et al., 2023). Il impacte
également la croissance des plantes en causant une faible densité de semis, une croissance
inégale, une diminution de la hauteur et du poids frais, et une baisse généralisée des
rendements (Zia et al.,, 2020 ; Ranjan et al., 2023). La période de reproduction est
particulierement vulnérable, la sécheresse perturbant la floraison et le développement des
organes reproducteurs. De plus, le stress hydrique induit une forte concentration d’éthyléne,
contribuant a des désordres physiologiques comme la chlorose et la sénescence prématurée
des feuilles (Salehi-Lisar et Bakhshayeshan-Agdam, 2016 ; Ali et al., 2023). En outre, le
stress hydrique affecte la nutrition minérale des plantes. La réduction de I'eau dans le sol
entrave l'absorption des nutriments essentiels (azote, phosphore, potassium, calcium) par les
racines a cause d'un déséquilibre osmotique, entrainant des carences et des symptémes tels
que le retard de croissance et les chloroses (Salehi-Lisar et Bakhshayeshan-Agdam, 2016 ;
Kapoor et al., 2020). La perte de turgescence cellulaire et la stabilité des membranes sont des
indicateurs clés de cette réponse (Ahmad et al., 2018). Ce stress perturbe aussi gravement la
photosynthese. La fermeture des stomates, induite par 'ABA, limite I'entrée de CO:, réduisant
le métabolisme photochimique et carboné. Cela favorise la production d'espéces réactives de

I'oxygéne (ROS) et endommage les photosystemes, diminuant I'efficacité photosynthétique
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(Kapoor et al., 2020 ; Zia et al., 2020). L'activité de la RuBisCO est affaiblie et les pigments
chlorophylliens sont réduits, ce qui nuit a la production de biomasse (Bouremani et al., 2023 ;
Gu et al., 2024).

6. Stratégies d'amélioration des cultures contre le stress abiotique

Ces dernieres années, plusieurs études ont mis en évidence le réle des micro-organismes
bénéfiques, notamment les bactéries, dans I'amélioration de la tolérance des plantes aux stress
abiotiques comme la sécheresse. L'utilisation d’inoculants bactériens constitue ainsi une
approche écologique, simple et peu colteuse, contribuant a la sécurité alimentaire en
conditions de stress (Ngumbi et Kloepper, 2016 ; Etesami et al., 2020 ; Cherif-Silini et al.,
2021 ; Giannelli et al., 2023).

7. Définition des PGPR

Les bactéries promotrices de croissance des plantes (PGPR) sont des micro-organismes
présents dans la rhizosphere, la zone du sol entourant les racines. Elles colonisent la surface
ou les alentours des racines et contribuent activement a la croissance et au développement des
plantes. Ces bactéries sécrétent divers composés bénéfiques qui stimulent la croissance
végétale, renforcent la tolérance des plantes aux stress environnementaux et améliorent leur
capacité a absorber les nutriments du sol (Kumar et al., 2021 ; Vocciante et al., 2022 ;
Agarwal et al., 2023 ; Hnini et al., 2024).

7.1. Classification des PGPR :
Les PGPR sont classées selon leurs fonctions principales en trois catégories :

» Biofertiliseur : Une suspension contenant des microorganismes vivants qui, une fois
appliquée sur des graines, sur une plante ou dans le sol, colonisent la rhizosphére ou
I’intérieur de la plante et promeuvent la croissance par 1’augmentation de la
disponibilité des nutriments principaux pour la plante hoéte,par la fixation biologique
de lazote et solubulation de phosphore (Martinez-Viveros et al., 2010)

» Phytostimulateur : Des microorganismes qui ont la capacité de produire ou de changer
la concentration des régulateurs de la croissance comme 1’acide indole acétique,

I’acide gibbérellique, les cytokinines ou 1’éthyléne (Martinez-Viveros et al., 2010)
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> Biopesticide : Des microorganismes qui stimulent la croissance d’une plante via le
contréle des agents phytopathogénes, principalement par la production des
antibiotiques et des métabolites antifongiques (Martinez-Viveros et al., 2010)

7.2. Meécanisme d’action des PGPR

7.2.1. Mécanismes directs :
Certains PGPR stimulent la croissance des plantes en absence des agents pathogénes. Les
mécanismes directes de l'action des PGPR comprennent I'amélioration de la nutrition des
plantes en leur fournissant des éléments nutritifs (ex : P, K, Zn, Fe, autres nutriments
minéraux essentiels) ou a travers la stimulation de la croissance et le développement des
plantes, par la régulation des niveaux de phytohormones (Gouda, 2018 ; Kalam, 2020).

» La Fixation de I’azote
La fixation biologique de 1’azote, assurée par certaines bactéries du sol, constitue un
mécanisme fondamental par lequel les plantes tirent avantage de leur interaction avec les
micro-organismes (Bhattacharyya et al.,, 2012; Gupta et al., 2015 ). Ces bactéries
convertissent 1’azote gazeux en ammoniac grace a un systeme enzymatique spécialisé ; Elles
représentent une catégorie importante de biofertilisants, offrant une alternative écologique aux
engrais chimiques (Cherif, 2014). Parmi les PGPR capables de fixer 1’azote atmosphérique,
on retrouve notamment Azoarcus spp., Burkholderia spp., Gluconacetobacter diazotrophicus,
Herbaspirillum ; Azotobacter, Paenibacillusr et les rhizobiums (formant des nodules
symbiotiques) (Munes et Mulugeta, 2014).

» La Solubilisation du Phosphore inorganique
Le phosphore est un élément nutritif essentiel a la croissance et au développement des plantes.
Il joue un rdle déterminant dans la formation du systeme racinaire, la régulation de la
floraison, ainsi que dans le développement et la maturation des fruits, contribuant ainsi a une
croissance équilibrée de la plante (Kour et al., 2023). Cependant, dans le sol, le phosphore
présente une faible mobilité, ce qui favorise son adsorption aux particules du sol, le rendant
peu disponible pour les plantes (Holford, 1997). Les bactéries solubilisatrices de phosphate
(PSB) libérent des acides organiques pour rendre le phosphore sous forme d'orthophosphates
(PO+*") assimilables par les plantes (Govind et al., 2015) (Figure 4).
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Figure 4: Mécanismes de solubilisation des phosphates inoraniques et organiques

(Prabhu et al., 2019)

» La Solubilisation du Potassium

Le potassium représente, apreés 1’azote et le phosphore, le troisieme €élément nutritif majeur
requis pour la croissance et le bon développement des plantes (Ding et al., 2021 ; Patel et al.,
2021). Bien que le potassium soit abondamment présent dans la lithospheére, il est en grande
majorité sous des formes insolubles, principalement incorporé dans des minéraux silicatés,
rendant plus de 90 % de ce potassium non disponible pour les plantes (Parmar et Sindhu,
2013). La fraction disponible, assimilable sous forme ionique (K*), ne constitue qu’environ 1
a 2 % du total présent dans le sol (Mengel et Kirkby, 2001).

Certaines PGPR (rhizobactéries promotrices de la croissance des plantes) sont capables de
libérer le potassium fixé dans les roches potassiques par la production d’acides organiques,
facilitant ainsi sa solubilisation et son absorption par les plantes (Meena et al., 2020).
Plusieurs genres microbiens ont été identifiés pour leur efficacité dans ce processus,
notamment Arthrobacter spp., Streptomyces spp. Pseudomonas, Bacillus, Rhizobium,
Agrobacterium, Klebsiella, Erwinia ainsi que Acidothiobacillus spp., Bacillus edaphicus,
Ferrooxidans spp., Bacillus mucilaginosus, Burkholderia spp., et Paenibacillus spp. (Etesami
etal., 2017 ; Dos Santos et al., 2020 ; Wang et al., 2020).

33



Chapitre | : analyse bibliographique

» LaProduction de Sidérophores

Le fer est un oligoélément vital, mais sa forme (Fe*") est peu soluble dans le sol. Certaines
PGPR produisent des sidérophores, de petites molécules chélatrices qui complexent le fer et le
rendent bio-disponible pour la plante, augmentant sa solubilité dans la rhizosphere. Cela
confere également un avantage compétitif aux bactéries dans 1’environnement racinaire, en
limitant 1’accés au fer pour d’autres microflores concurrentes, renforgant ainsi leur capacité de
colonisation. Les genres Alcaligenes, Pseudomonas, Bacillus sont connus pour cette capacité
(Hider, 2010 ; Shaikh, 2015 ; Singh et al., 2019).

» Synthese de phytohormones par les PGPR
Les phytohormones sont des substances organiques naturelles actives a tres faibles
concentrations, capables de moduler de nombreux processus physiologiques et
morphologiques chez les plantes, tels que la division cellulaire et I’allongement des racines
(Parewa, 2018). Au-dela de leur role direct dans la croissance végétale, ces molécules
influencent fortement le métabolisme global des plantes. Elles interviennent également dans
les réponses adaptatives face aux stress abiotiques tels que la sécheresse, la salinité, les

températures extrémes (froid et chaleur) (Latif et al., 2022).

Les PGPR (rhizobactéries promotrices de la croissance des plantes) jouent un rdle clé en
produisant diverses phytohormones bénéfiques. Parmi les principales, on retrouve 1’auxine,
I’éthyléne, les cytokinines, les gibbérellines (GA) et I’acide abscissique, toutes impliquées
dans 1’amélioration de la tolérance des plantes aux conditions environnementales défavorables
(Ghitri, 2018).

L’auxine est une phytohormone majeure impliquée dans la régulation de la croissance et du
développement des plantes (Tsukanova et al., 2017). Parmi les différentes formes d’auxines,
I’acide indole-3-acétique (AlA) est la plus étudiée pour son réle central dans les interactions
symbiotiques entre les plantes et les bacteries (Luo, 2018).Son action principale concerne
I’¢longation racinaire, notamment la stimulation des poils absorbants et des racines
secondaires, ce qui favorise une augmentation de la libération des exsudats racinaires
(Grobelak, 2015). Plusieurs genres bactériens tels que Acinetobacter, Pseudomonas,
Rhizobium, Azospirillum, Bacillus et Klebsiella sont reconnus pour leur capacité a synthétiser
I’AIA dans la rhizosphere de diverses cultures (Choudhary et al., 2018).

Cytokinines : Stimulent les divisions et I'élargissement cellulaires, influengant I'organogenése
et l'architecture racinaire, et l'absorption des nutriments. Elles sont produites par

Pseudomonas, Klebsiella, Bacillus, entre autres (Nasir, 2016 ; Grover et al., 2020).
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Gibbérellines (GA) : Favorisent la division cellulaire, I'élongation des tiges et la croissance
racinaire. Des bactéries comme Acetobacter diazotrophicus et Bacillus pumilus en produisent
(Shaikh, 2015 ; Grover et al., 2020).

Ethyléne (régulation par ACC désaminase) : L'éthyléne est crucial pour divers processus
végétaux, mais des niveaux éleves peuvent étre stressants. Certaines PGPR produisent
I'enzyme 1-aminocyclopropane-1-carboxylate (ACC) désaminase, qui dégrade le précurseur
de [I'éthylene, regulant ainsi ses niveaux bénéfiqguement. Pseudomonas, Bacillus,
Acinetobacter sont des exemples de genres produisant cette enzyme (Ahmed et al., 2017 ;
Singh et al., 2019).

En conditions de stress abiotique, les Bactéries Promotrices de Croissance Végétale (PGPR)
déploient un mécanisme adaptatif essentiel impliquant la synergie entre la production d'ACC-
désaminase et de I'Acide Indole Acétique (AIA) (Figure 5). L'interaction de ces deux
mécanismes est synergique : la réduction de I'éthyléne par I'ACC-désaminase permet aux
racines de répondre plus efficacement a la stimulation de I'AlA bactérien. Ce qui confére aux
plantes une meilleure tolérance aux stress abiotiques, se traduisant par une croissance accrue,
une biomasse améliorée et, in fine, un rendement supérieur (Glick, 2014 ; Orozco-Mosqueda
etal., 2023).

Cell elongation I Bacterium ’
and proliferation
IAA <€ [EsET]
N
ACC-synthase
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¢ deaminase
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1 &
ROOT a-ketobutyrate
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Figure 5: Mécanisme de I'ACC-désaminase en association avec 1’AIA en facilitant la

croissance végeétale sous stress abiotique. (Meena et al., 2020).
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7.2.2. Effets indirects:

Les PGPR (Plant Growth-Promoting Rhizobacteria), favorisent la croissance des plantes de
maniére indirecte en inhibant les agents pathogenes via des mécanismes de bio-contréle. Ils
produisent des composés antimicrobiens, des enzymes lytiques et des antibiotiques, tout en

stimulant la résistance naturelle des plantes.

» Production d’enzymes lytiques
Les PGPR sécrétent des enzymes capables de dégrader la paroi cellulaire des champignons
pathogénes. Parmi ces enzymes, on retrouve la chitinase, les glucanases (B-1,3 ; p-1,4 ; p-1,6),
la cellulases, les protéases, Les liplipases, la pectinase et d'autres (Kumar & Dubey, 2012 ;
Hakim et al., 2021). Ces enzymes présentent une activité hyperparasitaire contre des agents
pathogenes tels que Botrytis cinerea, Fusarium oxysporum, Rhizoctonia solani, Phytophthora
spp., et Pythium ultimum (Yasmin et al., 2016 ; Chen et al., 2020).

» La Production d’antibiotiques

La synthese d'antibiotiques est un autre mécanisme clé. Les PGPR, notamment Pseudomonas
spp. et Bacillus spp., produisent divers antibiotiques a large spectre, incluant des phénazines,
pyrrolnitrine, pyolutéorine, 2,4-diacétylphloroglucinol, lipopeptides, et HCN (Haas et Défago,
2005 ; Meena et al., 2020). Ces substances peuvent inhiber ou tuer plus de 20 types de
phytopathogenes (Ulloa-Ogaz et al., 2015). Bacillus spp. produit également des antibiotiques
ribosomiques (ex. subtilosine A) et non ribosomiques (ex. mycobacilline, difficidine) (Wang
et al., 2015). Ainsi, les PGPR assurent un environnement racinaire sain, réduisant la pression
pathogene tout en renforcant les défenses naturelles des plantes (Tabassum et al., 2017 ; Naik
etal., 2019).

» La Résistance systémique acquise et induite
La Résistance Systémique Acquise (RSA) et la Résistance Systémique Induite (RSI)
correspondent a des mécanismes physiologiques activés chez les plantes pour renforcer leur
immunité face a des agents pathogenes dans des conditions environnementales spécifiques.
(Pieterse et al,. 2014). Ces résistances améliorent les défenses innées des plantes contre de
futures attaques. La RSI est notamment déclenchée par I’action des bactéries bénéfiques du
sol, appelées PGPR (Plant Growth-Promoting Rhizobacteria), qui amorcent une immunité
géneralisée contre divers pathogenes vegétaux (Naznin et al., 2013). Ce processus repose sur
la reconnaissance par la plante de molécules stimulatrices produites par les PGPR, entrainant

une réaction de défense similaire a celle observée lors d'une infection pathogéne directe
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(Rehman et al., 2020). Ainsi, bien que la RSA soit activée par un pathogene, la RSI résulte de
I’action des PGPR, mais les deux induisent des réponses comparables. L’expression
phénotypique de la RSI comprend quatre étapes : la perception des stimulateurs bactériens, la
transmission du signal au reste de la plante, une mise en alerte générale sans grands
changements transcriptionnels initiaux, puis, a l’attaque, 1’activation de mécanismes de

défense empéchant I’infection des tissus végétaux (Chérif, 2018).
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Figure 6: Mode d’action des PGPR indiquant des effets directs et indirects dans

I’amélioration de la croissance des plantes et la suppression des phytopathogeénes (Hyder et

al., 2023).
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1. L’objectif de travail :

L’objectif de cette étude est la caractérisation de quatre Isolats PGPR et d’évaluer leur impact
sur la germination du blé dur (Triticum durum) en conditions de stress hydrique induit par le
polyéthyléne glycol (PEG-6000).

2. Période et lieu de stage

Le travail réalisé s’est déroulé au sein des laboratoires pédagogiques de I’Université de Djilali
Bounaama Khemis Miliana, dans une période de 3 mois environ, du début de mois de Mars
jusqu’a la Fin du mois de Mai 2025.

3. Matériel utilisé

a. Le matériel vegétal

Le matériel végeétal utilisé dans cette étude est constitué de semences de blé dur (Triticum
durum), appartenant a la variété Simeto, connue pour son potentiel de rendement et sa
sensibilité¢ relative au stress hydrique. Les graines ont été obtenues aupres de I’Institut

Technique des Grandes Cultures (ITGC) de Khemis Miliana a Ain Defla .
b. Le matériel bactérien

Les quatre Isolats de PGPR étudiés proviennent de la collection de laboratoire de recherche

(eau, roche, plante) de 1’Université de Djilali Bounaama Khemis Miliana.
4. Méthodologie

4.1. Etude la morphologie des Isolats

4.1.1. La revivification des Isolats
Les isolats conservées a -20°C dans du glycérol (60%) (V/V) sont Revivifiées ; ou 100ul de
solution stock est ensemencé dans 9ml de milieu LB liquide et incubé a 28°C pendant 48

heures sous agitation a 160rpm.

4.1.2. Ensemencement et purification
Aprés croissance, 100 ul de chaque isolat a été ensemencé dans des conditions stériles sur
boite de Petri contenant du milieu LB (annexe 1). La technique des stries par épuisement a été

utilisée pour obtenir des colonies bactériennes séparées. Les boites ont été fermées et incubées
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dans une étuve a 28°C pendant 48h. Les bactéries sont purifiées par repiquage successif

jusqu’a I’obtention de colonies bien isolées.

4.1.3. Etude macroscopique
Pour I'examen macroscopique, les colonies bactériennes ont été observées a 1'ceil nu et sous
loupe binoculaire. Cette observation a permis de déterminer leurs caractéres morphologiques,

incluant la viscosité, la couleur, la taille, la forme, le contour et I'aspect de surface.

4.1.4. Etude microscopique.
L’examen microscopique a été effectué apreés la coloration de Gram. Cette technique a été
développée par (Hans Christian Gram, 1884), permet de révéler 1’affiliation positive ou
négative des cellules bactériennes selon la structure de leur paroi, et de détermine la

morphologie des cellules, ainsi que leur mode d’association.

Apres la préparation d’un frottis bactérien fixé et séché a la chaleur, la lame est recouverte
de violet de gentiane, aprés 1 minute, le colorant est rejeté, et la lame est recouverte de Lugol
Pendant 1 minute puis il est rejeté. Une décoloration a 1’alcool est ensuite réalisée, la lame
¢tant tenue inclinée, la durée de décoloration a 1’alcool est variable selon 1’épaisseur du

frottis.

En pratique, la durée de décoloration est suffisante lorsque ce qui s’écoule en bas de la lame
inclinée devient clair, la décoloration est stoppée par un nouveau lavage a I’eau. La lame est
recouverte ensuite de fuchsine diluée pendant 30 secondes a 1 minute puis lavée a 1’eau et

séchée, elle est ensuite examinée a I’immersion au Grossissement X100.

Les bactéries a Gram positif doivent apparaitre colorées en violet et les bactéries a Gram
Négatif en rose. (Lanotte et al,. 2016).

4.2. La caractérisation biochimique

La caractérisation biochimique s’est basée essentiellement sur I’utilisation de la Galerie API.
Le systtme APl 20 E de BioMérieux est une méthode biochimique miniaturisée et
standardisée permettant 1’identification rapide des bactéries, Il repose sur 20 tests

biochimiques intégrés dans une micro-galerie contenant des substrats déshydrateés.
a) Préparation de la galerie

e Réunir fond et couvercle d’'une boite d’incubation et répartir environ Sml d’eau

Distillé stérile dans les alvéoles pour créer une atmospheére humide.

24



Chapitrell: matériel et méthodes

e Inscrire la référence de la souche sur la languette latérale de la boite
e Sortir la galerie de son emballage individuel.

e Placer la galerie dans la boite d’incubation.

b) Préparation de I’inoculum

Une colonie isolée sur un milieu de culture solide est transférée dans 2ml d’eau physiologique

stérile, puis homogénéisée. La turbidité est ajustée a une DO a 600 nm d'environ 0,1.

c) Inoculation des galeries API 20 E

L'inoculation des puits de la galerie API 20E est réalisée a lI'aide d'une micropipette stérile, en
veillant a ne pas introduire de bulles d'air. La suspension bactérienne est déposée délicatement

sur le coté de la cupule, en la laissant s'écouler doucement, selon les spécifications suivantes :

e Pour les tests encadrés (CIT, VP, GEL) : Remplir entierement la cupule (tube et
orifice) afin d'assurer des conditions d'aérobiose.

e Pour les tests soulignés (ADH, LDC, ODC, H2S, URE) : Remplir uniquement le tube
de la cupule avec la suspension bactérienne, puis recouvrir l'orifice d'une couche
d'huile de paraffine stérile pour créer des conditions d'anaérobiose.

e Pour les autres caracteres (non encadrés et non soulignés) : Remplir uniquement le
tube de la cupule avec la suspension bactérienne, laissant l'orifice vide pour des
conditions d'aérobiose. (Annexe 05)

e Fermer la boite et mettre a 1’étuve a 28°C pendant 24h.
d) Lecture des galeries APl 20 E

Aprés l'incubation, les réactions dans chaque compartiment sont observées et notées. Des
réactifs peuvent étre ajoutés (TDA, VP1, VP2, Nit 1, Nit 2, Kovacs (JAMES) et la poudre de

Zinc) a certains compartiments pour révéler des réactions finales.

Les résultats des réactions biochimiques ont été compilés pour géenérer un code numerique
unique, reflétant le profil métabolique de I'organisme. Ce code est alors comparé a une base
de données de référence a I’aide du tableau (Biomérieux., 2006). pour déterminer l'identité

probable du micro-organisme teste.
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4.3. Production de I’acide indole acétique (AIA)

L'estimation de la capacité des souches a produire I'acide indole acétique (AlIA) extracellulaire
a eté déterminée selon la méthode décrite par Sheng et al. (2008). Les bactéries ont été
cultivées sur milieu SMS additionné de 0,5 mg ml-1 de tryptophane pendant 96 heures a

280°C, sous agitation constante de 150 rpm.

Apreés la croissance, 500ul du surnageant récupéré par centrifugation a 6000 rpm/min pendant
15 min est directement utilisé pour la quantification de I’AIA en rajoutant 1ml du réactif
Salkowski (6 ml FeClz ,120 ml H2Sos (acide sulfurique), 200ml H20). Le mélange a été
incubé a température ambiante pendant 30 min. La production d’AIA a été quantifiée par
spectrophotométrie a 535 nm et a été comparée ensuite avec une courbe standard préparée a

partir d'AIA commercial. Toutes ces expériences ont été réalisées en trois répétitions.

4.4, L’étude de la réponse des grains de blé dur au stress hydrique

4.4.1. Desinfection des grains
Les grains de blé dur sont désinfectés avec de I'éthanol a 70% pendant 2 min, suivi par une
solution d'hypochlorite de calcium Ca(ClO)2 a 2% pendant 15 min, puis rincées 5 a 7 fois a

I'eau distillée stérile.

4.4.2. Préparation de solution de solution Polyéthylene Glycol (PEG)
Le polyéthyléne glycol (PEG) est un polymere hydrosoluble neutre, couramment utilisé en
biologie pour simuler un stress hydrique par effet osmotique, notamment grace a son poids
moléculaire élevé qui empéche son absorption par les cellules (Michel & Kaufmann, 1973).

Dans ce travail, on a utilisé le PEG 6000 pour préparer des solutions de concentrations
différentes : 0% (témoin), 5%, 10%, 15% et 20%, avec un volume final de 100 ml pour
chaque solution. Pour la solution témoin (0%) on a utilisé 1’eau distillée, et pour les autres
concentrations on a dissoudre les quantités suivantes de PEG 6000 dans de I’eau distillée :

e [’eau distillée pour la solution témoin (0%)

e 5 pour lasolution a 5%

e 10 g pour la solution a 10%

e 15 g pour la solution a 15%

e 20 g pour la solution a 20%.

Toutes les solutions ont été stérilisées avant utilisation.
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4.4.3. Préparation de ’inoculum
L’inoculum bactérienne des quatre Isolats étudiés a été préparé en bouillon LB et incubé
(28°C /24h) sous agitation. Les suspensions bactériennes ont éte centrifugées a 6000rpm/min
pendant Smin. Les culots ont été lavés deux fois avec 1’eau distillée stérile, puis resuspendus

dans une solution saline (0,9%) sterile pour obtenir une concentration de 108 UFC /ml

Figure 7: les inoculums bactériens utilisés

4.4.4. Inoculation des graines
Les graines stérilisées en surface ont été réparties en cing lots: quatre pour les traitements
bactériens et un pour le témoin (Figure 9). Pour chaque traitement, les graines ont été
imbibées dans une suspension bactérienne (correspondant a I’un des quatre inoculum) pendant
30 min sous agitation douce pour assurer un bon contact entre les graines et les bactéries. Le
lot témoin a été traité de la méme maniére, mais les graines ont été trempées uniquement dans

de I’eau distillée stérile pendant la méme durée 30 min, sans présence de bactéries.
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Figure 8: I’inoculation des grains de blé dur

4.4.5. Test de germination in vitro

La germination est réalisée en trois répétitions et cing traitements : Témoin, S1, S2, S3 et
S4 en l'absence et en présence de concentrations de PEG-6000 (5%,10%,15% et 20%).
Les graines sont ensuite déposées dans des boites de Pétri (10 grains de chaque boite) sur
une double couche de papier filtre imbibé de 7 ml d'eau distillée stérile pour le témoin, et
de solution de PEG (5%,10%,15% et 20%) pour les autres traitements. Les boites sont
incubées a l'obscurité a 22 + 2 °C. Un total de 25 traitements effectués en triplicata a été

réalisé

4.4.6. Suivie de la germination et les parameétres évalués

Le suivi de la germination a été réalisé en observant I'évolution des graines aux jours 3, 5,
7 et 9 aprés l'inoculation. Quatre parametres principaux, permettant de quantifier la
germination et la vigueur des plantules, ont été calculés selon les méthodes décrites par
Kerbab (2021) :

e Pourcentage de germination (PG)

PG = (Nombre de graines germées/Nombre total de graines) x 100

e [’indice du taux de germination (ITG)

ITG=G3/3+ G5/5+ G7/7+ G 9/9
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ou G3, G5, G7 et G9 représentent les pourcentages de germination respectifs aux
jours 3,5, 7 et 9.

e l'indice de vigueur de la longueur des plantules (IVLP)

IVLP= Longueur du plant (cm) x (%) germination.

e l'indice de vigueur du poids des plantules (IVPP)

IVPP= Poids du plant (mg) x (%) germination
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1. L’étude morphologique des souches

Les caractéristiques morphologiques des colonies ont été examinées pour évaluer la diversité
des isolats étudiées. Les colonies formées par les souches sur milieu LB solide apparaissent
homogeénes le long des stries aprées 48h de culture. Elles présentent des caracteres
morphologiques différents (couleur, forme, diamétre, texture) (FigurelQ). La couleur des
colonies est blanche, creme, ou jaune (Tableau 3). Ces variations refletent une diversité
phénotypique importante entre les souches

Figure 9: Aspect macroscopique des souches étudiées

L’observation microscopique apres coloration de Gram a montré que tous les isolats étudiés
sont des Bacilles Gram négatif, généralement isolée ou en paires (Tableau 3). Plusieurs étude
ont rapporté que la plus part des espéces colonisant la rhizosphere des plante sont des Gram
negatif (Berendsen et al., 2012 ; Philippot et al.,2013)

L’étude morphologique et microscopique des isolats a révélé une diversité phénotypique
significative, typiques des bactéries rhizosphériques. Ces caractéristiques suggerent des
capacités écologiques et fonctionnelles variées, notamment en lien avec la colonisation

racinaire.
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Tableau 3: Caractéristiques morphologiques, culturales des isolats étudiés

Caracteres

Isolats | Caractéres macroscopiques . .
microscopiques

Des Colonies circulaires et réguliéres, de taille moyenne.
S1 présentant une surface lisse et souvent brillante, une couleur
jaune intense virant a I'orange, et une consistance visqueuse

des colonies blanche de petite taille, circulaires et régulieres, a
surface lisse et brillante. Les colonies visqueuses, opaques,
Iegerement bombées, et caractérisées par une forte odeur de terre | Petits bacilles,
mouillée Paroi Gram

S2

es colonies circulaires et réguliéres de taille moyenne présentant | Négatif, isolés
S3 une surface lisse. de couleur jaune pale et une forme légérement | ou en diplo
bombee, ce qui les rend faciles a prélever.

Des Colonies circulaires, de petite taille, avec une surface lisse,
S4 non visqueuse a contour régulier et une couleur créme
translucide

2. La caractérisation biochimique

L’identification biochimique des quatre bactéries étudiées a été réalisée a I’aide du systeme
API 20E, qui est particulierement utile pour les bacilles Gram-négatifs, qui sont fréquemment
rencontrés dans les sols et les environnements végétaux. L utilisation des Galerie API fournit

une empreinte métabolique unique pour chaque isolat.

Une grande variabilité est observeé entres les isolats étudiés (Figure 10) méme s’ils posseédent
certaines caractéristique communes. En effet, Les quatre isolats bactériens ont montré de
larges capacités fermentatives, étant constamment positifs pour la fermentation du glucose, du
mannitol, du sorbitol, du saccharose, du mélibiose et de l'arabinose. Et se sont avérés
uniformément négatifs pour la production de H2S, l'activité uréase et la tryptophane
désaminase. Ce qui suggere qu’ils possédent une capacité métabolique de base partagée,
pertinente pour leur niche écologique (Mendes et al., 2013). Cependant, I’isolat S1 : Se
distingue par ses résultats négatifs pour la consommation de citrate (CIT), le test de Voges-
Proskauer (VP), I'nydrolyse de la gélatine (GEL), la fermentation de I'amygdaline (AMY) et
la réduction des nitrates (NO2). Il est d'ailleurs le seul a ne pas réduire les nitrates. Alors que
L’isolat S2 se démarque par sa fermentation positive de I'Inositol (INO), la différenciant
clairement des trois autres. Tandis que I’isolat S3 est Nettement séparé par ses résultats

négatifs pour ONPG, production d'indole (IND) et la fermentation du rhamnose. Il est
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également important de noter qu'il est positif pour lI'arginine dihydrolase (ADH). L’isolat S4
se caractérise par un resultat negatif pour la lysine décarboxylase (LDC) l'arginine
dihydrolase (ADH). Il partage par ailleurs un résultat négatif pour la gelatinase (GEL) avec
l'isolat S1 (Tableau 4).

Tests Negatlfs

“UUU”“MOVV.@IUI'IIIUI

TG H2S Um TOA IND Im,] OI.U MAN INO Wl A m MEL AMV AA

Figure 10: Galerie API 20E apres incubation

33
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S1 S2

S4

ONPG + +

ADH - -

+

LDC +
OoDC +

+|+ |+

CIT

+ |+

H2S

URE -

TDA -

IND +

VP

+ |+

GEL

GLU

+ |+

MAN

+ |+ |+ |+

+ |+

INO

SOR

+

RHA

SAC

++ |+ +

MEL

AMY -

ARA +

o e I I I o I e N S IS

NO2 -

+ |+ +|+

||| |+ ]+

Le code numérique a 7 chiffres généré pour chaque isolat est comparé avec la base de données API

(BioMérieux), a permis une affiliation au niveau du genre (Tableau 5) ; I’isolatS1 semble étre

affilié au genre, I’isolat S2 a Serratia, I’isolat S3 a Pseudomonas et I’isolat S4 a Rahnella

Tableau 5: identification des souches par code API

genre

Isolat Code numérique
S1 5441572
S2 5644777
S3 6604567
S4 3642577

Pantoea

Serratia

Pseudomonas

Rahnella

Les souches identifiees appartiennent aux genres Pantoea, Rahnella, Pseudomonas et

Serratia, tous reconnus dans la littérature comme des bactéries rhizosphériques dotées de

capacités PGPR. En effet, ces bactéries présentent divers mécanismes favorisant la croissance

des plantes, notamment la production d’auxines, la solubilisation du phosphate, la formation
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de biofilm et la tolérance au stress abiotique (Glick, 2012 ; Lugtenberg et Kamilova, 2009 ;

Amaya-Gomez et al., 2020).

3. La production de I’Acide Indole Acétique (AIA)

La production d’acide indole-acétique (AIA) a été évaluée chez les quatre souches
bactériennes a I’aide du test colorimétrique de Salkowski, méthode largement utilisée pour
estimer la capacité des bactéries a produire des auxines via la voie du tryptophane (Glick,
2012). Les résultats ont révelé une variabilité entre les souches, traduisant des potentiels

fonctionnels différents (Figure 11).

Figure 11: Test de production d’AIA par la méthode colorimétrique de Salkowski

La souche S1 a montré une production élevée d’AIA (40,09 pg/mL), suggérant un réle
déterminant dans la stimulation de la croissance racinaire et I’amélioration de la tolérance au
stress des plantes (Spaepen et Vanderleyden, 2011). Les souches S4 avec (16,24 pg/mL)
d’AIA et S2 (13,76 pg/mL) présentent des niveaux intermédiaires, qui pourraient étre
suffisants dans certaines conditions, mais probablement moins efficaces de maniére isolée
(Patten & Glick, 2002). La souche 3, a I’inverse, a affiché¢ une production tres faible (7,25
pg/mL), ce qui pourrait expliquer une efficacité réduite en tant qu’agent phytostimulant.

La production des phytohormones comme les auxines par les PGPR a été signalée par divers
chercheurs ; Chaiharn et Lumyong (2011), ont constaté qu’environ 80% des bactéries de la
rhizosphere peuvent sécréter de I’ ATA. mais les quantités produites varient considérablement
selon les études. Des niveaux élevés de production d'AlA ont été rapportés pour des especes
de Pseudomonas (Ahmad et al., 2008a; Kumar et al., 2012; Kaur et Sharma, 2013). D'autres
genres bactériens, tels que Aeromonas, Burkholderia (Halda-Alija, 2003) et Bacillus (Swain

et al., 2007), sont également connus pour leur capacité a produire cette phytohormone.
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Sous conditions de croissance optimales, les rhizobactéries peuvent produire des quantités
d'auxine variant de 53,1 & 71,1 pg/mL (Lwin et al., 2012; Kaur et Sharma, 2013), bien que
des productions plus faibles aient aussi été rapportées. Globalement, la littérature révele une
large gamme de production d'AlA par les bactéries, allant de 35 a 217 pg/mL (Shobha et
Kumudini, 2012).

4. La réeponse des grains de blé dur au stress hydrique

L'impact de différents niveaux de stress hydrique, simulé par diverses concentrations de
PEG6000 (5, 10, 15 et 20%), sur la germination des grains de blé dur a été mis en évidence
par I'analyse de plusieurs paramétres clés. Ceci inclut notamment le calcul du pourcentage de
germination (PG), de l'indice de vitesse de germination, de l'indice de vigueur basé sur la
longueur des plantules (IVLP) et de I'indice de vigueur basé sur le poids des plantules (IVPP),

tant en I'absence qu'en présence de bactéries rhizosphériques.

4.1. Pourcentage de germination (PG)

La germination constitue une phase déterminante du cycle de développement des plantes,
particulierement sensible aux variations des conditions environnementales. Ce processus
dépend d’une hydratation suffisante des graines, favorisant 1’activation enzymatique, la
mobilisation des réserves et la reprise de la croissance embryonnaire. Le pourcentage de
germination est donc un indicateur clé de la vitalité des semences et du potentiel de
développement des plantules, notamment en présence de contraintes abiotiques telles que le

stress hydrique.

Les résultats de la mesure du taux de germination du blé, illustrés dans la figure 13, montrent
une diminution progressive en fonction de I'augmentation du stress hydrique pour tous les
traitements. 1l passe d'environ 97% a 0% de PEG a environ 43% a 20% de PEG. Cela

confirme que le stress hydrique a bien un effet inhibiteur sur la germination du blé dur.

En l'absence de stress toutes les souches bactériennes maintiennent un pourcentage de
germination trés élevé, comparable au témoin (autour de 90-100%). Les grains inoculés par la
souche 4 ont montré les meilleur taux de germination et dépassent Iégerement, le témoin et les
autres souches, atteignant environ 100% de germination. Les grains inoculés avec les souches

S1 et S3 montrent un pourcentage légérement inférieur au témoin, mais toujours tres éleve.
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A un niveau de stress modéré ; a (5 % de PEG6000), les grains inoculés par la souche S1
(Pantoea) et la souche S4 (Rahnella) ont enregistré des taux de germination élevés (90%)
suivi par ceux inoculé avec la souche S3 (Pseudomonas) (86,6%), ce qui reflete leurs bon
effet. cependant les grains inoculés avec la souche S2 (Serratia) présentent un pourcentage de
germination plus faible (80%). Cela suggére un effet bénéfique des Souches 1, 3 et 4 sous un

stress hydrique léger.

A 10% de PEG6000 Le pourcentage de germination du témoin continue de baisser (environ
77%). La Souche S1 maintient une performance similaire ou légérement supérieure au témoin
(environ 80%). Cependant, les Souches S2 et S3 montrent une forte sensibilité a ce niveau de
stress, avec une baisse marquée de leur pourcentage de germination (environ 60% pour S2 et
50% pour S3), et semblent moins bien supporter ce stress que le témoin. La Souche 4 est

comparable au témoin.

A des concentrations élevées (15 % de PEG 6000), Le témoin continue de décliner (environ
74%) ce qui est de méme pour les grains inoculés avec S1, S2 et S4 (entre 63% et 70%). En
revanche, la Souche 3 montre une performance exceptionnelle, avec un pourcentage de
germination qui remonte a environ 80%, dépassant les autres souche. Cela indique une
capacité remarquable de la Souche 3 a atténuer le stress hydrique a cette concentration de
PEG, suggérant un mécanisme de protection ou de promotion de la germination tres efficace a
ce stade de stress (Vurukonda et al., 2016)

A un niveau de stress sévere (20% PEG6000) une baisse importante des pourcentages de
germination est notée pour tous les traitements. Toute fois la souche 1 affiche le meilleur

pourcentage (45%). Les grains inoculés par les souches S2 et S3 sont les plus affectées.
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Figure 12: Variations de la moyenne de pourcentage de germination chez la variété de simeto
de blé dur.

Ces résultats ont confirmé I'importance des souches S1 et S4 et leur considération en tant
qu'agents biologiques capables d'atténuer le stress hydrique sur la germination du blé et sont
en accord avec ceux rapportés par (Bouremani et al, .2024), qui ont montré que les souches
les plus efficaces pour promouvoir la germination et la croissance du blé sous stress hydrique
présente une forte production d’AIA. De plus, les mémes auteurs ont affirmé que le souches
appartenant aux genres Serratia et Pantoea ont été identifiés comme des souches efficaces
pour favoriser la germination du blé ainsi que sa croissance, et leurs effets positifs sont

particulierement notables sous stress.

De nombreuses études concernant I'effet des bactéries promoteurs de la croissance des plantes
(PGPR) ont confirmé les observations obtenues dans cette étude, ou ces bactéries ont un effet
bénéfique par divers mécanismes, notamment la production d'hormones végétales (auxines et
cytokinines), la régulation de I'éthyléne, la dissolution des éléments nutritifs et la libération de
composés protecteurs contre I'osmose (sucres externes, proline). Elles stimulent également
I'acquisition de résistance systémique (Glick, 2014). Ces mécanismes contribuent a maintenir
I'intégrité des cellules végétales, a améliorer la rétention d'eau et a renforcer I'expression

génique liée a la résistance au stress (Vurukonda et al,. 2016)

Les genres Pantoea et Serratia ont été reconnus comme des PGPR performants pour stimuler
la germination et le développement des céréales dans des situations de stress, ou ils aident a

réduire les impacts oxydatifs et a soutenir une activité métabolique propice a la croissance
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(Tabassum et al., 2017 Amaya-Gomez et al., 2020). L'emploi de ces souches en tant que
biofertilisants représente donc une stratégie prometteuse pour une agriculture durable, qui
aide a améliorer la résistance des cultures a la sécheresse dés les premiéres étapes de

croissance.
4.2. L’indice de vitesse de germination (I1VG)

L’indice de vitesse de germination (IVG) constitue un paramétre clé pour évaluer non
seulement le pourcentage de germination, mais également la rapidité du processus. Il reflete
ainsi la vigueur physiologique des semences et leur aptitude a initier rapidement la croissance,
des éléments cruciaux dans des environnements soumis a des contraintes abiotiques. Le stress
hydrique, induit ici par des concentrations croissantes de PEG 6000, a pour effet de ralentir
les processus métaboliques liés a la germination, ce qui se traduit généralement par une baisse
de I'IVG.

Dans cette étude, I'évolution de la germination des graines a été suivie au cours des jours 3, 5,
7, 9 et 11 aprés I’inoculation. Le résultat présenté dans la figure 14 indique une diminution
progressive de I'VG avec I'augmentation du niveau de stress (la concentration de PEG 6000).
Cependant, les souches 1 (Pantoea) et souche 4 (Rahnella) ont montré leur capacité a
maintenir une IVG élevée malgré les concentrations élevées de PEG 6000 (5 %, 10 % et 15
%), ainsi que pour la concentration de 20 %. Bien que la plante ait été fortement affectée dans
toutes les conditions, ces deux souches ont maintenu un pourcentage élevé par rapport au
groupe témoin et aux autres souches. D'autre part, la souche 2 (Serratia) et la souche 3
(Pseudomonas) ont montré une efficacité limitée et proche du pourcentage du témoin, ce qui
reflete leur faible capacité a soutenir une germination rapide dans des conditions de déficit en
eau.

Ces observations sont conformes a I'étude de Bouremani et al. (2024), ou ils ont prouvé la
capacité de certaines souches comme Pantoea agglomerans, a maintenir des concentrations
élevées de glutamate veineux méme en présence de fortes concentrations de PEG 6000, ce qui
est d0 a leur capacité a résister au stress. Selon ces chercheurs, cette capacité est liée a la
production de substances protectrices contre les stress abiotiques et a I'activation précoce de

I'embryon.
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Figure 13: Variations de la moyenne L’indice de vitesse de germination chez la variété de

simeto du blé dur

De nombreux chercheurs ont confirmé dans leurs études les effets positifs des PGPR sur la
dynamique de la germination en présence de stress hydrique, car ils favorisent une
germination rapide par la production d'auxines et la modulation de I'éthyléne via I’ACC-
déaminase, ainsi que par la production de métabolites bénéfiques (Glick, 2014 ; Vurukonda et
al., 2016). lls contribuent également a améliorer I'absorption d'eau et la stabilité des
membranes, tout en réduisant les dommages oxydatifs causés par les espéces réactives de
I’oxygeéne (ROS), qui sont particulierement déléteres en conditions de sécheresse (Ngumbi &
Kloepper, 2016). Certains PGPR sont également capables de produire des
exopolysaccharides, qui favorisent la rétention d’eau autour des racines et dans la zone
rhizosphérique, contribuant ainsi a une germination plus rapide et plus stable (Lugtenberg et
Kamilova, 2009).

Ainsi, l'utilisation de souches bactériennes telles que Pantoea contribue de maniére
significative a soutenir la vigueur de la germination du blé dans des conditions de stress
hydrique et peut étre considérée comme des souches PGPR efficaces en raison de leurs effets

positifs sur la résilience des cultures des les premiéres étapes de leur croissance.
4.3. L’indice de vigueur de la longueur des plantules (IVLP)

L’indice de vigueur de la longueur des plantules est un paramétre utilisé pour évaluer

I’activité et la croissance des jeunes plants. Cet indice combine les mesures des longueurs des
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radicules et des coléoptiles pour refléter la vigueur globale (Figure 14) et permet de quantifier
la qualité et la vitalité des plantules, en tenant compte a la fois de la croissance physique des

plants et du taux de succes de la germination.

Figure 14: Mesure de la longueur des racines et des tigelles des graines de blé

germées

Comme observé pour le pourcentage de germination, I'IVLP du groupe témoin (sans
inoculation) diminue progressivement et fortement avec I'augmentation de la concentration de
PEG6000. Il passe d'environ 2500 a 0% de PEG a environ 550 a 20% de PEG. Cette baisse
importante confirme que le stress hydrique a un effet fortement inhibiteur sur la vigueur et la

croissance initiale des plantules (Figurel5).

En l'absence de stress, toutes souches bactériennes maintiennent un IVLP élevé, comparable
ou légérement supérieur au témoin (autour de 2150 a 2850). Et la souche S4 affiche la valeur
la plus élevée (environ 2850), suggérant une légére promotion de la vigueur méme en

conditions non stressantes (Figurelb).

A 5% de PEG6000, ’'IVLP des témoins passe a environ 2000, Les souches S1 et S4 se
distinguent nettement, affichant un IVLP plus élevé (environ 2700 et 2450 respectivement)
que le témoin. Ce qui est d( peut étre a la capacité des récepteurs de protéines végétales a
atténuer les effets du stress hydrique en modifiant la forme de la racine (augmentation de la
longueur et du volume racinaire), en produisant des substances osmoprotectrices, et en
stimulant des réponses de défense systémique (Ngumbi et Kloepper, 2016 ; Bhardwaj et al.,
2014).
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La Souche S3 maintient un IVLP comparable au témoin (environ 2200). En revanche, la
Souche S2 montre une forte sensibilité présentant un niveau inférieur a celui du témoin.

A 10% de PEG 6000 Les Souches S1 et S4 sont comparables au témoin. Cependant, les
Souches S2 et S3 sont les plus affectées a ce niveau de stress, avec des IVLP (environ 1200 et
1000 respectivement), se montrant moins résilientes que le témoin.

A 15% de PEG 6000 Les Souches 1, 2 et 4 continuent de décliner a ce niveau de stress et sont
similaires ou inférieures au témoin (environ 1450). Alors que la Souche S3 montre une
résilience remarquable, son IVLP remontant a environ 1700. Cette observation est cohérente
avec sa performance pour le pourcentage de germination a ce méme niveau de stress. Cela
suggére un mécanisme d'adaptation ou de promotion de la croissance particulierement
efficace pour la Souche S3 a un stress élevé mais non extréme.

A un Niveau de Stress Sévere (20% PEG6000) I'IVVLP est faible pour tous les traitements.et

4000
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4.4, L’indice de vigueur de poids des plantules (I\VPP)

L’indice de vigueur de poids des plantules (IVPP) est une mesure utilisée pour évaluer la
vigueur des plantules en tenant compte a la fois du poids sec des plantules et du pourcentage
de germination. Le IVPP est important car il permet de quantifier non seulement la capacité

de germination des graines, mais aussi la qualité des plantules qui en résultent, ce qui est
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crucial pour déterminer la performance des plantes dans des conditions de stress, comme le
stress hydrique En évaluant I’indice de vigueur de poids des plantules, les chercheurs peuvent
mieux comprendre comment différentes conditions environnementales, comme le stress dil &

la sécheresse, affectent la croissance des plantes et leur développement

Les résultats de I'lVPP confirment les résultats obtenus pour I'''VVLP, ou la souche S4 et le
groupe témoin ont montré les valeurs d'I\VVPP les plus élevées dans des conditions optimales
(PEG 0%) (T=211,9 ; S4=226,3). En revanche, dans des conditions modérées (PEG 5%), la
souche S1 a présente les meilleur valeurs (175), ce qui indique une amélioration de
I'accumulation de biomasse des plantules (Figure 16).

La diminution générale de I’IVPP a des concentrations de PEG plus élevées (10%, 15%, 20%)

confirme que le stress hydrique affecte séverement I'accumulation de biomasse.
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Figure 16: Variations de la moyenne Indice de vigueur de poids des plantules chez la variété
de simeto de blé dur

Les PGPR jouent un role trés important dans le maintien et I'amélioration du poids sec des
plantules en conditions de stress, grace a leur capacité a absorber des éléments nutritifs tels
que le phosphore et le potassium, qui sont souvent moins disponibles en cas de stress
hydrique (Sharma et al., 2013). Par la production de I'enzyme ACC déaminase, des études ont
montré que les bactéries racinaires produisant I'enzyme ACC déaminase augmentent la

longueur des racines et des pousses, la masse des racines et le nombre de racines latérales
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dans les plantes de blé, ce qui conduit a une amélioration de l'absorption de I'eau et des
nutriments, ainsi qu'a une amélioration de la croissance et de la productivité dans des
conditions de sécheresse. Cela confirme que les bactéries produisant I'enzyme ACC
déaminase offrent une méthode pratique et economique pour maintenir la productivité des
cultures et leur qualité nutritionnelle dans I'agriculture des terres arides, en réduisant
directement les niveaux d'éthyléne nuisibles, en favorisant la croissance des racines et, par

conséquent, en améliorant l'absorption de I'eau et des nutriments. (Vurukonda et al,. 2016)
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Conclusion

Le blé dur est une culture stratégique mais trés sensible au stress hydrique, 1’utilisation de
biofertilisants a base de bactérie promotrice de la croissance des plantes, constitue une
alternative prometteuse. Dans ce méme contexte, 1’objectif de notre étude est la
caractérisation de quatre Isolats PGPR et d’évaluer leur impact sur la germination du blé dur
(Triticum durum) en conditions de stress hydrique.

L’étude morphologique des isolats basée sur les caractéres macroscopiques et microscopiques
a révélé une variabilité des caracteres macroscopique, tous les isolats sont des bacilles Gram
négatif.

La caractérisation biochimique a indiqué une grande fluctuation des caracteres métaboliques
des isolats etudiés et a permis ainsi de les affilier a différents genres ; I’isolat S1 (Pantea), S2
(Serratia), S3 (Pseudomonas) et S4 (Rahnella).

L’¢évaluation des souches a produire 1’Acide Indole Acétique (AIA) a montré que toutes les
souches peuvent le produire mais a des concentrations differentes. Le plus grand taux est
produit par la souche S4 (40,09). Alors que la souche 3 a affiché une production tres faible
(7,25 pg/mL).

L’effet de I’inoculation sur la germination du blé sous différents niveaux de stress hydrique,
simulé par diverses concentrations de PEG6000 (5, 10, 15 et 20%), a montré qu’a (5%) Les
souches S1 et S4 ont amélioré le pourcentage et la vitesse de germination, ainsi que la
longueur et le poids des plantules sous condition de stress. A 10% c’est la souche S1 qui a
amélioré le pourcentage et la vitesse de germination alors que la souche S4 qui a un impact
positif sur I’Indice de vigueur de la longueur et le poids des plantules. A des concentrations
élevées de PEG 6000 (15%) la souche S3 se démarque par son pouvoir promoteur de tous les
paramétres etudiés. Face a un stress sévere la souche S1 avait un effet positif sur le
pourcentage de germination et S4 sur I’indice de vigueur du poids des plantules.

L’évaluation des autres caractéres PGP, a savoir I’ACC désaminase semble étre intéressant
pour compléter ce travail et comprendre les mécanismes par lesquels les souches ont pu

montrer une tolérance et une amélioration des taux de germination face au stress.
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Annexe

Annexe 01 : Gélose lauria-bertani

tryptone 10g
Extrait de levure 5.0g
Chlorure de sodium 5.0g
Eau distillé 1000ml

Annexe02 : Réactif de salkowski

“ Composant Quantité
Acide perchlorique (HCIO4) 1ml
Chlorure ferrique (FeCl2) 2ml

Eau distillée stérile

Compléter jusqu’a ml

Annexe 03 : Hypochlorite de calcium

d'acide perchlorique 50ml
a 35 %.

chlorure ferrique (FeCls) Iml
a0,5M.

Annexe 04: Milieu SMS (succiante minimal salt) selon (Sheng et al., 2008)

 Composants Concentration
KH2POs (phosphate monopotassique) 1lg/L
K>HPOs4 (phosphate dipotassique) lg/L
(NHa4)2SO4 (sulfate d’ammonium) 1lg/L
MgS0.-7H-0 (sulfate de magnésium) 0.2 g/L
FeSO4-7H-0 (sulfate de fer) 0.01¢g/L
Succinic acid (acide succinique) 4 g/L

Tryptophane (précurseur de I’AIA)

0.5 mg/mL (ajouté stérilement)

Eau distillée

Compléteral L

pH

Ajusté a 7.0
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Annexe 05 : tableau de lecture de la galerie miniaturisée APl 20E

Microtube Substrat : Caractére recherché : Révélateur ERchies dir.e ct'e o ir!directe Résakat Résultat +
Test (si nécessaire) -
ONPG = Ortho- !
ONPG Nitro-Phényl- Beta Lecture directe
Galactoside galactosidase
ADH Arginine Arginine Dihydrolase Rouge .
LDC Lysine Lysine Décarboxylase de Lecture directe =
0oDC Ornithine Ormithine Décarboxylasgl Phénol @
cIT Citrate Utilisation du citrate BBT Lecture directe t
<
Thiosulfate de : ; 4
H,S Sodiie Production d'H,S Lecture directe t
URE Urée Uréase Rogge de Lecture directe
= Phénol
o Lecture indirecte
TDA Tryptophane drgsparr?inase Ajouter une goutte de réactif
chlorure de fer IlI
P imm—— Lecture indirecte
IND Tryptophane rrz;%ut‘:)tion dindole Ajouter une goutte de réactif
P ll_(oveu:s -
: 0 A ecture indirecte
Pyruvate de production d’acétoine :
VP el (3-hydroxybutanone Ajouter 1 goutte de_VP1 et
VP2 Attendre 10 minutes
GEL Gélatine gélatinase Lecture directe U
GLUa o
ARA S”%s” a Utilisation de substrats ] ®
p (Calr ‘.’ge.) carbonés (glucides) BBT Lecture directe
zymogramme \giuciae) =
Lecture indirecte
NO, /N, | Nitrates (NO5-) Nitrate réductase Ajouter 1 goutte de NIT1 et
NIT2 et zincéventuellement
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