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Résumé

Ce travail ¢étudie I'effet du priming sur la germination des graines de trifolium subterraneum
L et Teucrium polium L. Les surnageant de six souches d’actinobactéries (G1A, G1B, B3,
Cl1A, CI1B, C3A), a différentes concentrations en Acide indole acétique (AIA) ont été
utilisées. Les graines sans priming ont montré de faibles taux de germination chez les deux
especes. Cependant, toutes les graines ont réagi positivement aux a tous les primings a base
des souches d’actinobactéries utilisés. L’analyse de variance a révélé un effet significatif des
primings utilisés sur la germination et la croissance chez T. subterraneum et uniquement
significatif sur la germination chez 7. polium. Le meilleur taux de germination (80%) a été
constaté chez les graines ayant été amorcées dans le surnageant de la souche B3 chez T.
subterraneum et 24.24% chez les graines de 7. polium amorcées par le surnageant de la
souche G1A. Résultats encourageant pour utiliser le potentiel de ses souches dans

I’amélioration de la germination et la croissance des especes et la fabrication de biostimulant.

Mots clés : Acide indole acétique, croissance, germination, priming, Teucrium polium L,

Trifolium subterraneum L.



Abstract

This study investigates the effect of priming on seed germination in Trifolium subterraneum
L. and Teucrium polium L. The supernatants of six action bacteria strains (G1A, G1B, B3,
Cl1A, C1B, C3A) at different indole acetic acid (IAA) concentrations were used. Seeds
without priming showed low germination rates in both species. However, all seeds reacted
positively to all priming based on the action bacteria strains used. Analysis of variance
revealed a significant effect of the priming used on germination and growth in T.
subterraneum, and only a significant effect on germination in 7. polium. The best
germination rate (80%) was observed in 7. subterraneum seeds primed with B3 strain
supernatant, and 24.24% in 7. polium seeds primed with GIA strain supernatant.
Encouraging results for using the potential of these strains to improve germination and

growth of species and manufacture bio stimulants.

Key words: Indole acetic acid, growth, germination, priming, Teucrium polium L, Trifolium

subterraneum L.
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INTRODUCTION

Introduction

La nécessité d'améliorer la qualité des semences est devenue un besoin nécessaire et primordial.
Afin de faire face aux attentes agronomiques actuelles et futures, obtenir une levée rapide et
uniforme des plantules est un point clé pour la performance des cultures, ¢’est une tentative qui

remonte aux anciens Grecs (Everari, 1984).

Osburn et Schroth (1989) estiment que des taux de germination lents exposent souvent les
plantules a des conditions environnementales défavorables. Le recours a la technique de
priming peut étre une bonne alternative afin de remédier aux contraintes environnementales,
qui affectent négativement le processus de germination. C’est un traitement de pré-semis qui
conduit a un état physiologique stable, améliore la qualité des semences et permet aux graines

de germer plus efficacement (Lutts ef al., 2016).

\

Toutes graines soumises a l'amorcage présentent des taux de germination accrus qui se
traduisent par des niveaux élevés de résistance aux stress biotique et abiotique et une
amélioration du rendement des cultures. Aussi, le vieillissement des graines est réparé par cette
technique (Butler ef al., 2009). L’effet du priming est directement corrélé a la vigueur des
semences, considérée comme un trait agronomique complexe controlé par de multiples facteurs

génétiques et environnementaux (Lutts et al., 2016).

La zone entourant les racines des plantes, appelée rhizosphére, abrite une communauté
microbienne extrémement riche et diversifiée. Parmi ces micro-organismes, certains sont

essentiels pour stimuler la croissance des plantes (Baliyan et al., 2021).

Les bactéries associées aux racines des plantes, connues sous le nom de PGPR « Plant Growth
Promoting Rhizobacteria », peuvent favoriser la croissance des plantes (Rehman et al., 2020).
Certaines de ces bactéries sont utilisées comme inoculants pour stimuler directement le
développement des racines en augmentant la production de certaines phytohormones, telles que

les auxines (y compris 'acide indole acétique - AIA), les cytokinines et les gibbérellines.

Les phytohormones sont des substances organiques naturelles qui exercent, a faibles
concentrations, une influence majeure sur pratiquement tous les aspects physiologiques de la

croissance des plantes (Arora et al., 2013). Ces substances ne sont pas seulement produites par

)
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les plantes, une grande variété de microorganismes (champignons, bactéries) peuvent les
synthétiser. Ainsi, la biosynthése des phytohormones par les bactéries du sol constitue un outil
clé par lequel elles améliorent la croissance des plantes et elles régulent leurs processus

physiologiques (Narayanasamy, 2013).

C’est dans cette optique que s’inscrit notre travail et qui a comme objectif d’évaluer la capacité
stimulatrice de 1I’AIA produit par les bactéries rhizosphériques sur la germination et la

croissance des deux especes Trifolium subterraneum L. et Teucrium polium L.

Ainsi, le mémoire est structuré en trois chapitres. Dans le premier chapitre nous effectuons une
synthése bibliographique basée essentiellement sur la présentation des étudiées, Le deuxiéme
chapitre comporte le matériel biologique d’étude et les méthodes expérimentales appliquées.

Les résultats et la discussion constituent le troisieme chapitre.




Chapitre 1
Synthese bibliographique



CHAPITRE 1 SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

1. Famille des Fabaceae, genre Trifolium et espece Trifolium subterraneum L.
1.1 Famille des Fabaceae

La famille des Fabaceae, appelée également légumineuses, est considérée comme I'une des
plus grandes familles de plantes a fleurs, comprenant pres de 770 genres et plus de 19 000
especes (LPWG, 2013). Cette famille comprend les plantes herbacées, des arbustes et des
arbres, répandues dans le monde entier, des régions froides aux régions tropicales (Smykal
etal., 2015).

La famille des Fabaceae joue un role économique majeur et comprend de nombreux types de
plantes utiles. Elles sont appréeciées pour leurs graines, considérées comme une source importante
de protéines végétales pour l'alimentation humaine et animale. De plus, elles sont cultivées pour
le bois, les plantes ornementales, médicinales, les oléagineux, les paturages et les fourrages
(Saslis-Lagoudakis, 2011).

D’autre part, la capacité de nombreuses espéces de légumineuses a fixer 1’azote
atmosphérique grace a leur association avec des bactéries du sol du genre Rhizobium enrichit
le sol en azote, stimule la productivité des terres agricoles et réduit I’apport des engrais
azotées pour les cultures et également pour celles qui leur sont associées ou leur succédant

dans une rotation (Ferreyrolle & Pierre, 2016).

La famille des fabaceae est divisée en trois sous-familles:

v’ Les Mimosoideae, anciennement connues sous le nom de famille des Mimosaceae,

se caractérisent par une fleur réguliére

v' Les Caesalpinioideae, anciennement connue sous le nom de Caesalpiniaceae, se

caractérisent par une fleur ressemblant a un papillon mais, atypique.

v’ Les Papilionoideae ou Faboideae, anciennement connue sous le nom des
Papilionaceae, se caractérise par une fleur typique en forme de papillon (Kombi
kaviriri, 2011).

Les Papilionoideae se répartissent en 31 tribus (Botineau, 2010), dont la tribu des Trifolieae
a laquelle appartient le genre Trifolium considéré comme étant 1’un des plus grands genres

(Ellison et al., 2006), étroitement apparenté aux genres Medicago, Trigonella et Melilotus,

D

qui appartiennent également a la méme tribu (Maureira-Butler et al., 2008).
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1.2 Genre Trifolium

Le gernre Trifolium differe de ces genres (Medicago, Trigonella et Melilotus) par la corolle
généralement persistante et par ses gousses souvent indéhiscentes contenant généralement

une graine Heyn (1981).

Le nom « Trifolium » vient du mot grec triphullon : treis, trois et « phullon, feuille, se référant
aux feuilles distinctives, qui sont généralement composees de trois folioles (trifoliolée)
(Smykal et al., 2015).

Le genre Trifolium, originaire de la région méditerranéenne, regroupe plus de 255 especes
annuelles et pérennes, généralement prostrées et rarement dépassant 50 cm de hauteur
(Ellison et al., 2006). Les espéces de ce genre occupent une grande diversité d’habitats:
paturages, prairies, foréts ouvertes, régions semi-désertiques, montagnes et sommets des
Alpes (Smykal et al., 2015).

La plupart des especes de Trifolium présentent ont une grande valeur agricole et sont utilisées
pour la production de fourrages vert ou sec riches en protéines, 1’amélioration de la fertilité
des sols (Zohary, 1970) et enfin la production du miel (Sultana et al., 2022). En outre,
plusieurs espéces auraient des propriétés médicinales et sont riches en une multitude de
métabolites secondaires biologiquement actifs, dont les composés phénoliques sont ’'une des

principales classes (Tava et al., 2019).

Environ 25 espéces de Trifolium, destinees a I'alimentation des ruminants, sont activement
cultivées dans de nombreux pays du monde, parmi lesquelles T. pratense L., T. repens L., T.
resupinatum L., T. incarnatum L., T. hybridum L., T. pannonicum Jacq., T. subterraneum L.,
T. fragiferum L., et T. medium L. (Graczyk et al., 2015). Prés de 125 espéces de Trifolium
sont connues pour leur capacité a former des nodules racinaires fixateurs d'azote (Sprent
(2009).

1.3 L espéce Trifolium subterraneum L.

Trifolium subterraneum L. (1753), communément nommé tréfle souterrain ou tréfle semeur
est une espece annuelle d’hiver caractérisée par un port prostré et sa capacité a enfouir les
structures reproductives dans le sol assurant ainsi, sa propre régénération par auto-

ensemencement (Masson, 1997).

Le nom « subterraneum » vient du latin : sub (dessous) ; terraneum (terre) (Langer, 1990).
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1.3.1 Taxonomie

Selon Zohary & Heller (1984) et Ellison et al., (2006), Trifolium subterraneum, suit la
classification suivante:

Famille: Fabaceae

Genre : Trifolium

Section: Trichocephalum Koch

Espéce: subterraneum L.

D’un point de vue taxonomique, le trefle souterrain appartient a la section des
Trichocepahalum Koch; c¢’est un groupe de neuf espéces annuelles présentant des
mécanismes spécialisés de dispersion des graines, et tous originaires de la région

méditerranéenne.

L’espéce est subdivisé en trois sous espéces: subterraneum, yanninicum, brachycalycinum
(Nichol et al., 2013). Ces sous especes sont assez identifiables par leurs morpho-physiologies,
leurs caryotypes, leurs isozymes, leurs polymorphismes pour les marqueurs moléculaires

(Piluzza et al., 2005), et leurs préférences édaphiques (Nichols et al., 2007).

En Algérie, selon la plus récente subdivision infra spécifique de Dobignard & Chatelain
(2012) et la nouvelle flore du Maghreb (eflore) (In Chatelain et al., 2018), 1’espéce Trifolium

subterraneum est représentée par deux sous espéces: ssp. subterraneum et ssp. oxaloides.
1.3.2 Description botanique

Le trefle souterrain est une plante herbacée, annuelle, mollement velue, de 5- 15 cm de haut,
généralement a port prostré. La racine est pivotante centrale avec de nombreuses racines
fibreuses de soutien, a développement prostré, ne présentant pas d’enracinement adventif au

printemps (McGuire, 1985) (Fig.1).

Les feuilles sont généralement en forme de cceur, alternes, longuement pétiolées,
pubescentes sur les deux faces. Elles sont trifoliées, triangulaires a obcordées, finement
dentées) (Fig 1B). Les stipules sont petites et pointues, variant en pilosité et couleur des
bandes, qui varie du vert pale au rouge, avec quelques différences morphologiques entre les

principaux sous-espéeces et cultivars (Fig.1 C) (Frame et al., 1998).

Les inflorescences sont des racemes capituliformes, tres laches sur un pédoncule axillaire
plus long que la feuille, comprenant 8 a 10 fleurs steriles, réduites au calice, apparaissant

apres la floraison et entourant 2 a 6 fleurs fertiles longues (Fig.1A). Le calice présente des
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dents subégales, filiformes, ciliées, a tube glabre, renflé a maturité. La corolle est blanche a
blanc (McGuire, 1985). Les fruits sont des gousses globuleuses souterraines contenant une
seule graine plus ou moins réniforme, ovale, avec hile prononcé. Ces gousses sont enfermées
dans des infrutescences globuleuses (bavures), qui sont ensuite partiellement ou totalement
enfouies dans le sol ou les graines mdrissent (Fig.1E). Le nombre de gousses par
infrutescence est considéré comme étant une caractéristique spécifique et variétale (Frame
etal., 1998).
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Fig 1. Caractéristiques botaniques de Trifolium subterraneum L.
A, B, C, D, E: plante entiére, feuilles, stipules, fleurs et infrutescences (Mc Guire, 1985).

1.3.3 Origine géographique

Le trefle souterrain (Trifolium subterraneum) est originaire du bassin méditerranéen, de
I'Asie de I'Ouest et de la cote atlantique de I'Europe de I'Ouest (Zohary & Heller, 1984). Les
principales régions ou le trefle souterrain est naturellement présent sont : la Turquie,
I’Espagne, le Portugal, I’Italie, la Gréce, la Baltique autour de la mer Caspienne, la Palestine,
Syrie, I’Ethiopie, 1’Afghanistan, les pays voisins d'Extréme-Orient, les iles de la
Méditerranée, 1’Afrique du Nord (Smetham, 2003). Le tréfle souterrain est également
présent dans les régions a climat méditerranéen marginal, dans les landes a la pointe de la
Bretagne Nord, et a I’Ouest de la France (Fig .2) Masson (1997).

Fig 2. Répartition géographique du trefle souterrain dans le monde (Site 1).
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1.3.4 Importance et utilisation

Le tréfle souterrain (T. subterraneum) est une légumineuse fourragere et principalement
pastorale utilisée dans plusieurs régions a travers le monde pour sa grande importance
agronomique et écologique. Il contribue le plus largement a la production mondiale
d'aliments pour le bétail (Kaur et al., 2017), et fournit des aliments saisonniers de haute

qualité au bétail pendant les mois d'hiver et de printemps (Teixeira et al., 2020).

Le trefle souterrain est trés apprécié pour 1’élevage, la production de grains, comme source
de fourrage de haute qualité pour sa teneur élevée en protéines et haute qualité nutritionnelle
et pour sa capacité a fixer I'azote atmosphérique (Nichols et al., 2013). Il couramment utilisé
dans agrosylvopastoraux et agro-pastoraux extensifs dans plusieurs pays notamment 1’Italie,
le Portugal et I’espagne en raison de sa capacité d'auto régeneration et de sa tolérance au
paturage, souvent dans des conditions environnementales variables et sous-optimales
(Aguiar et al., 2012).

Actuellement, le tréfle souterrain est devenu a la base de nombreux paturages permanents
ou semi-permanents dans les zones irriguées et les zones a fortes précipitations, souvent en

mélange avec des graminées vivaces et d'autres légumineuses (Enkhbat et al., 2022).

Le trefle souterrain est considéré comme la légumineuse de couverture la plus productive
pour les vignobles et les vergers (Pecetti et al., 2007), et a été proposé comme paillis vivant

pour les céréales et Iégumineuses, particulierement dans les régions chaudes des états unies.

En Australie, depuis son introduction et sa naturalisation en 1900, le trefle souterrain est
devenu I’une des cultures les plus courantes notamment, dans le sud de 1'Australie, ou il est
cultivé sur 8 millions d'hectares en Australie occidentale et 29 millions d'hectares dans le
sud de I'Australie (Nichols et al., 2017).

2. Famille des Lamiaceae, genre Teucrium et espece Teucrium polium L.

2.1 Famille des Lamiaceae

Les Lamiaceae sont connues également sous le nom des Labiées (qui signifie "labié», en
référence, a la forme des fleurs en lévres) (Couplan, 2000). Cette famille est la sixieme plus
grande famille des Angiospermes avec environ 6000 espéces et prés de 210 genres (Arab et
al., 2021).
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Les lamiaceae représente une répartition géographique étendue a travers le monde (Fig.3),
avec une prédominance dans les régions méditerranennes, notamment pour certaines especes
comme le thym, la lavande, et le romarin (Botineau, 2010). C’est I'une des premiéres a étre

distinguées par les botanistes (Pistrick, 2002), et ceci par la particularité de ses caracteres.

Figure 3. Répartition géographique des Lamiaceae (Yahiaoui et al., 2021).

Les plantes appartenant a la famille des Lamiacées se caractérisent généralement par leur
nature herbacée ou leur forme de sous-arbrisseaux, souvent dotés de poils glanduleux et
dégageant fréquemment des arémes. Leurs tiges sont carrées, certaines espéces se dressent
tandis que d'autres sont couchées, portant des feuilles disposées de maniere opposée ou

verticillée.

Les fleurs sont bisexuées, irrégulieres, regroupées a l'aisselle des feuilles en inflorescences
plus ou moins allongées, ou en inflorescences terminales plus ou moins denses. Le calice
est bilabiée et présente de 5 a 15 nervures protubérantes. La corolle possede un tube trés
développé, avec deux lobes formant une levre supérieure et trois lobes formant une levre
inférieure. Le fruit sec se divise en quatre articles, chacun contenant une graine. Le fruit

est un tétramére diversement orné, enveloppés par le calice (Botineau, 2010).

Selon Quezel et Santa (1963), la famille des Lamiaceae est tres importante dans la flore
Algérienne, mais certains genres sont délicatement determinés en raison de la variabilité

extréme des especes (Fig.4).
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Figure 4. Quelques espéces de Lamiaceae: A, Ocimum basilicum
‘Glycyrrhizum (Site 2); B, Leonotis leonurus ‘Alba’ (Site 3).
Les Lamiaceae possédent également un appareil sécréteur externe, constitué par des poils
sécréteurs d’huiles essentielles; 1’essence élaborée s’accumule juste sous la cuticule qu’elle
distend, ce qui fait qu’au moindre froissement, ces feuilles dégagent une forte odeur

aromatique.

D’un point de vue économique, la famille des Lamiaceae est d’une grande importance,
considérée une des principales sources de diverses herbes culinaires et ardmes alimentaires
tels que: Rosmarinus, Origanum, Salvia, Thymus, Ocimum et Mentha. Dans 1’industrie, on

trouve le bois de teck (Tectona), I'huile de menthe poivrée.

De nombreuses Lamiaceae sont cultivées comme plantes ornementales en raison de leur
parfum et de leur aspect esthétique. Meyer et al., (2004) mentionnent plusieurs especes,
notamment celles des genres Satureja (Satureja hortensis), Ajuga, Monarda, Salvia et

Coleus.

En outre, la famille des Lamiaceae regroupe un grand nombre de plantes aromatiques riches
en metabolites secondaires qui sont prisés pour leurs vertus thérapeutiques. Un grand
nombre de substances connues pour leurs diverses activités biologiques sont identifiées
chez les espéces de cette famille, tels que les huiles essentielles, les terpenoides, les
composés phénoliques et les flavonoides et qui ont des propriétés antibactériennes et
antifongiques: thym, origan, lavande, menthe, romarin, sauge, (Sosa & Tonn, 2006) et anti-
inflammatoire de Teucrium et antioxydante de Marrubium globosum (Sarikurkcu et al.,
2008).

2.2 Genre Teucrium

Le genre Teucrium, également connu sous le nom de germandrées, regroupe environ 260

espéces de plantes herbacées ou de sous-arbrisseaux généralement aromatiques, spontanees,
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largement présent dans le bassin méditerraneén, au Sud—Ouest de 1’ Asie, de I’Europe et du
Nord de I’ Afrique.

Le nom Teucrium désigne en Latin “teucrion” en grec “tevkpion” troie, ou de teucros, prince

troyen qui aurait découvert les propriétés médicinales de la plante (Couplan, 2012).

En Algérie, le genre Teucrium est assez commun dans la region méditerrano-saharienne,
mais plus rare au Sahara septentrional et au Tassili. Il pousse dans des environnements
rocailleux et secs, tels que les lits arides, les rochers et les sables (Ozanda, 1983). Plus, de
vingt espéces de Teucrium ont recensées en Algérie (Quezél & Santa, 1963).

2.3 L’espéce Teucrium polium L.

Le nom Teucrium polium, avec les synonymes: Teucrium tomentosum, Teucrium
gnaphalodes, Teucrium chamaedrys et Teucrium capitatum (Autore et al., 1984). Appelée
également : arabe, Djada, jaad, Djaida, EI Khayata, Katabet ledjrah ; en francais, Pouliot de
Montagne, germandrée Tomenteuse, germandrée blanc-grisatre ; en anglais, mountain
germander (Abdollahi et al., 2003), est un arbrisseau vivace plus ou moins feutré a poils

blancs, ligneux avec une odeur poivrée au frottement (Ozenda, 1983).
2.3.1 Taxonomie

Selon Quezel et Santa (1963), I’espéce Teucrium polium L., est classée comme suit :
Ordre : Tubiflorales
Famille : Labieae ou Lamiaceae
Genre : Teucrium

Espéce : polium L.

2.3.2 Description botanique

La plante de Teucrium polium est de 10 et 30 cm de hauteur, les tiges sont blanches et
tomenteuses, et portent des feuilles opposées sessiles. Les feuilles sont linéaires-lancéolees
ou oblongues, avec une base en coin et une extrémité dentée arrondie (Fig. 5). Le systéme

racinaire de la plante est de type pivotant, non ramifié et d'environ 20 cm de long.

L'appareil reproducteur de la plante se compose d'inflorescences compactes qui sont
globuleuses ou ovoides et serrées. Le calice, brievement tomenteux, présente des dents
courtes, tandis que la corolle a une lévre supérieure tronquée. Les étamines tordues en spirale

aprés l'anthére, insérées sur le tube de la corolle Inflorescences en capituliformes jusqu'a 1

3
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cm, denses au sommet des tiges, avec de petites bractées florals, mais ressemblant a des
feuilles (Abbas, 2019).
La floraison aura lieu a partir du mois d’avril jusqu’au mois de juin. Le fruit est constitué¢ de

quatre parties brunes et orné en réseau a sa surface.

Figure 5. Morphologie de ’espéce Teucrium polium L. (Site 4).

2.3.3 Utilisations médicales et pharmacologiques

Teucrium polium est utilisée comme plante médicinale depuis plus de 2000 ans comme
diurétique, inotrope, tonique, chrono trope, tonique, antipyrétique, cholagogue et
anxiolytique (Khleifat et al., 2001; Niazmand et al., 2008).

Une infusion des feuilles et des fleurs était ainsi consommée comme boisson régénératrice
(Boulard, 2003).

En médecine traditionnelle, la Germandrée tomenteuse est employée comme analgésique,
antispasmodique et hypolipidémique. Cette plante peut avoir quelques intéréts d’ordre
cliniques : cas de désordres stomacaux (Kaileh et al., 2007) et gastro-intestinaux tels que la

colite.

En médecine folklorique iranienne, Teucrium polium est employé comme anticonvulsant

(Abdollahi et al., 2003). Cette plante est largement distribuée comme agent hypoglycémiant.

L’application topique de 10% (p/p) de pommade T. polium a révélé une amélioration de la
cicatrisation des plaies aprés 14 jours d'expérience. Cette plante a une grande marge de
sécurité pour l'utilisation répétée et favorise de maniére significative la cicatrisation des
plaies en accélérant la réépithélisation.

Plusieurs études ont également démontré certains effets pharmacologiques associés a

11
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I'utilisation de Teucrium polium, tels que des actions antibactériennes, anti-inflammatoires,
antivirales,  anti-ulcéreuses, antinociceptives, antispasmodiques, antidiabétiques,
diurétiques, hypolipidémiques, antifongiques, antagonistes du calcium et cytotoxiques
(Esmaeili & Yazdanparast, 2004).

3. Les Rhizobacteéries favorisant la croissance des plantes

La rhizosphere est un espace ou se déroulent de nombreuses interactions entre les
microorganismes et les racines, pouvant étre bénéfiques, nuisibles ou neutres pour la plante
(Bais et al., 2006). Certains microorganismes présents naturellement dans les sols favorisent
la plante, contribuant ainsi souvent a une meilleure croissance végétale (Morgan et al.,
2005).

Le terme PGPR provenant de I’anglais (Plant Growth Promoting Rhizobacteria) désigne les
bactéries qui exercent un effet bénéfique sur la croissance et le développement des plantes
par différents moyens (Bendjida et al 2019). Ce type de bactéries n’établissent pas une
relation de symbiose (mutualiste), mais favorisent la croissance des plantes auxquelles elles

sont associées (Morgan et al., 2005).

Environ 5 % des bactéries vivant dans la rhizosphére stimulent directement la croissance des
plantes en augmentant lI'absorption des éléments nutritifs du sol, en induisant et produisant
des régulateurs de croissance végétale et en activant les mécanismes de résistance induite

chez les végétaux (Fig 6).

Indirectement, elles favorisent également la croissance des plantes par leurs effets
antagonistes sur la microflore nuisible, en transformant les métabolites toxiques et en
stimulant la nodulation des Iégumineuses par les rhizobia. Les effets antagonistes des PGPR
incluent la production d'antibiotiques et la compétition nutritionnelle avec les pathogénes

veégetaux (Beauchamp, 1993).

Les PGPR sont généralement des bactéries a Gram négatif. Elles appartiennent a plusieurs
groupes taxonomiques: Pseudomonas, Bacillus, Azospirillum, Azotobacter, Klebsiella,
Enterobacter, Rhizobium, actinomycéte Frankia... (Coineau Yves, 1995). Ces bactéries sont
utilisées en agriculture pour la biofertilisation des sols en fixant I’azote atmosphérique qui
pourra étre par la suite utilisé par les plantes, ameliorant leur croissance lorsque I’azote du

sol est limitant (Glick et Bashan 1997).

E
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Figure 6. Interactions entre les plantes et les bactéries dans la rhizosphere (Khan et al., 2009).

3.1 Production d’hormones

Les plantes disposent de deux sources naturelles de phytohormones : une production
endogene par leurs propres tissus et une production exogéne par des micro-organismes
associés.

Les PGPR produisent différentes phytohormones comme: Acide indole acétique ou
auxines (AlA), l'acide gibbérellique et les cytokinines. Ce sont des petites molécules de
signal produites en tres faible concentration influencant les processus biochimigues,
physiologiques et morphologiques dans les plantes (Baca & Elmerich., 2007). Ainsi, la
biosynthese des phytohormones par les bactéries du sol constitue un outil clé par lequel
elles améliorent la croissance des plantes et régulent leurs processus physiologiques

(Agueniou et al., 2017).
3.1.1. Acide indole acétique (AlA)

L'AlIA est la principale hormone de classe des auxines biologiquement active pour la
croissance végétative (Bishnu et al., 2021), et la plus importante des hormones de croissance

des plantes.

L’auxine est impliquée dans plusieurs processus: la division cellulaire, la différenciation et
la formation de faisceaux vasculaires, et elle a un effet positif sur l'initiation de la croissance
et I’élongation racinaire. Elle augmente également la ramification des racines et améliore

I'absorption de minéraux et d'eau (Gupta et al., 2015).

B
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Diverses especes bactériennes possedent la capacité de produire de I’AIA. En fait, 80% de
la flore rhizosphérique est capable de le produire, cependant, les bactéries a Gram positif
sont faiblement productrices. Parmi les actinomycétes producteurs d’AlA, le genre

Streptomyces spp est le plus dominant (Ei et al., 2019).

La biosynthése de I’AIA est affectée par plusieurs facteurs environnementaux. En
particulier, il y a une augmentation de sa production dans des conditions de pH élevé et en
présence de plus grandes quantités de tryptophane. L’AlA est généralement produit sous
forme de métabolite secondaire par les PGPR en utilisant les substrats riches exsudés par les
racines des plantes. L’ AlA et ses analogues actifs dans la plupart des plantes sont synthétisés

a partir du tryptophane principal précurseur (Fig.7) (Bouali, 2017).

OH

N

N
H

Figure 7. Structure de 1’acide indole acétique (Herrbach, 2013).

Selon Khan et al., (2014), la biosynthése de I'AlA par les bactéries se fait par cing voies
dépendantes du tryptophane: la voie de I'indole-3-acétamide, la voie de I'acide indole-3-
pyruvique, la voie de la tryptamine, la voie de I'indole-3-acétonitrile et la voie de I'oxydase
de la chaine latérale du tryptophane (Fig.8). Il existe également une voie indépendante du

tryptophane, a partir du précurseur indole sans tryptophane (Herrbach, 2013).
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Figure 8. Différentes voies de biosynthése de I’ AIA (Herrbach, 2013).
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2. Matériel et Méthodes
2.1 Matériel Végétal

Le matériel végétal utilisé dans ce travail comprend des graines de deux espéces : Trifolium
subterraneum L. et Teucrium polium L. (Fig.9). Les graines de T. subterraneum ont été
récoltées dans leurs habitats naturel au Nord Est de I’ Algérie. Quant & Teucrium polium, les
graines ont été recueillies en juin 2023 (par Yattous S, ancien étudiant & I’université Abbes
Laghrour- khenchela) dans la commune de Babar, située au Sud-Est de la région de
Khenchela.

Figure 9. Echantillons des espéces étudiées
A : Trifolium subterraneum L., Teucrium polium L.

2.2 Méthodes
2.2.1 Production de I’auxine (Acide indole 3 acétique, AlA)
2.2.1.1 Matériel biologique

Dans cette étude, six isolats d'Actinobactéries (G1A, G1B, B3, C1A, C3A, et C1B) ont été
utilisés, gracieusement fournis par Fares Ramila (Doctorante en Biotechnologie végétale a
I’université Abbés Laghrour -khenchela), en Janvier 2024.

Ces isolats ont été prélevés a partir d’un sol semi-aride environnant la sebkha d’Ezzemoul,
située dans la région de Ain M'Lila (Wilaya d’Oum El Bouaghi) (Fares & Bouchaib, 2017,

étude réalisée au laboratoire de Biologie de I’Université de Constantine).
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La caractérisation morphologique, macroscopique, microscopique et enzymatique de ces
souches a permis de les classer dans le groupe des Actinobacteria et de les rapprocher du

genre Streptomyces.
2.2.1.2 Production et dosage de I’AIA

La production d'Acide Indole-3-Acétique (IAA) par les isolats d’actinobactéries (G1A, G1B,
B3, C1A, C3A, et C1B) a été déterminée selon la méthode de Bano et Musarrat (2003).

Les isolats d'actinobactéries ont été cultivés sur de la gélose ISP2 (International
Streptomyces Project 2), et incubés a 30°C pendant 5 jours. Ces isolats ont ensuite été
transférés dans 100 ml de bouillon tryptophane (Annexe), et incubées a 30°C sous agitation

a 125 tours / minute pendant 7 jours.

Les cultures ont éte centrifugées a 11000 tours/minute pendant 15 minutes a 4°C. Un
millilitre du surnageant a été mélange avec 4 ml de réactif de Salkowski (Annexe) (Gordon
and Weber 1951). L'apparition d'une couleur rose indique la production d’TAA (Fig.10). La
densité optique (DO) a été mesurée a 530 nm. Les concentrations de I’AIA ont été
déterminées a 1’aide d’une courbe d’étalonnage standard d’AIA (Fig.11) (Tableau 1).

Figure 10. Révélation de la synthése de 1’ AIA par les souches d’actinobactéries.
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Figure 11. Courbe étalon (Monita et al., 2014).
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Par ailleurs, les souches d’actinobactéries ont été testées pour la synthése de 1’hormone
gibbérelline. La couleur verte des échantillons a indiqué la présence de différentes
concentrations de cette hormone dans les surnageants des actinobactéries étudiées (Fig.12).

Figure 12. Synthése de la gibbérelline par les actinobactéries étudiées.

2.2.2 Traitement des graines (priming)
2.2.2.1. Trifolium subterraneum L.

Les graines de T. subterraneum ont été désinfectées avec de 1’éthanol a 70 % pendant 3 mn,
puis avec de I’eau de Javel 5 % pendant 15 mn, avant d'étre lavées quatre fois avec de 1’eau
distillée. Elles ont ensuite été trempées pendant 24h dans différentes concentrations
d’auxines présentes dans 300 pl des surnageants des souches bactériennes G1A, G1B, B3,
C1A, C3A, et C1B (Tableau 1), avec trois répétitions par traitement (Fig.13).

2.2.2.2 Teucrium polium L.

Dans un premier temps, les graines de I'espéce T. polium, ont été soumises a une scarification
chimique dans de I'acide sulfurique (75 %, v/v) pendant 8mn afin d'éliminer la dureté de leur
enveloppe externe. Apres scarification, les graines ont été désinfectées avec de 1’éthanol a
70 % pendant 3 minutes, puis avec de 1’eau de Javel 5 % pendant 15 mn, avant d'étre lavées

a quatre reprises avec de I’eau distillée.

Le priming a été réalisé par trempage des graines pendant 24 h dans différentes
concentrations d’auxines présentes dans 300 ul des surnageants bactériens (Tableau 1), avec
trois répétitions par traitement (Fig.13). Le lot des graines non sacrifiées et non traitées est

considéré comme lot témoin.

Par manque de graines de Teucrium, nous nous sommes limités aux primings des graines

avec seulement trois souches (G1B, G1 A B3).




CHAPITRE 2 MATERIEL ET METHODES

Tableau 1. Concentrations de I'AlA synthétisées par les souches d’actinobactéries isolées.

Souches d’Actinobactéries isolées G1A G1B B3 C1A C3A | C1B

Concentration de I’AIA synthétisées | 8.41 34.43 18.37 8.87 10.98 | 9.49

(pg/ml)
Concentration de ’AIA utilisées 2,52 10.33 511 2,66 3,30 2,84

(1g/0.3ml)

Figure 13. Priming des graines de Teucrium polium et Trifolium subterraneum avec
les surnageants bactériens contenant de I’AlA.

2.2.3 Test de germination

L'ensemble des graines prétraitées et non prétraitées (graines témoins) des espéces
étudiées (T. subterraneum et T. polium) ont été mises a germer dans des boites de Pétri
contenant deux couches de papier filtre (papier Wattman n°1) humidifiées avec de I'eau
distillée. Chaque bofte contenait 10 graines de T. subterraneum et 11 graines de T. polium,
avec trois répétitions. Les boites ont ensuite été placées dans une chambre de culture a
température ambiante (22 a 25 °C) et dans I'obscurité (Fig.14 et 15).

Figure 14. Mise en germination des graines de Trifolium subterraneum L.
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Figure 15. Mise en germination des graines de Teucrium polium L.

2.2.4 Essai de croissance In vitro

Aprés germination, et dans des conditions stériles (sous une hotte a flux laminaire), les
graines des deux espéces (T. subterraneum et T. Polium) ont été transférées sur un milieu de
culture MS (Murashige et Skoog, 1962) (Tableau 2), puis mises a croitre dans une chambre
de culture in vitro a température contrdlée (22-25 °C) avec une photopériode de 16 heures.
(Fig.16 et 17).

Figure 16. Transfert des graines germées de Trifolium subterraneum sur milieu MS
en conditions contrdlées.

Figure 17. Transfert des graines germées de Teucrium polium sur milieu MS en
conditions controlées.
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Tableau 2. Composition du milieu Murashig et Skoog, (1962).

I . Solution Volume de
ngredients \ s
mére prélévement
mg/l
K NO3 38 000
NH4 NO3 33 000
Macroéléments (Mg SO4 7H20 7 400 50 ml
Ca CI2 2H20 8 800
KH2 PO4 3400
Mn SO4 H20 16 800
Zn SO4 7TH20 86 00
H3 BO3 62 00
Micro-éléments KI 830 1 ml
Na MO4 2H20 25
Ca CI2 6H20 25
Cu SO 5H20 25
Acide nicotique 50
Pyridoxine 50
Vitamines GlyCil‘lC 200 10 ml
Thiamine 10
Fe SO4 2785
Fer —EDTA Na2 EDTA 3725 10 ml
Sucre Sucre de 30 g/l 30 g
table
Agar Agar 7 g/l 7g

2.2.5 Parametres mesurés
O Pourcentage de germination (%)

Le taux de germination des graines concernant les différents primings appliqués pour les
deux espéces étudiées a été déterminé comme le rapport du nombre de graines germées
sur le nombre total de graines testées (Come,1970).

% de germination = Nombre de graines germées

Nombre total des graines testées

O Longueurs des radicules

Les mesures des longueurs des radicules sont faites a I’aide d’une régle graduée.
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O Longueur de partie aérienne

Les mesures des longueurs des parties aériennes sont prises avec une régle graduée.

2.2.6 Traitements statistiques

Les résultats obtenus concernant le pourcentage de germination ont été convertis Arsin
V(X/100) (Snedecor, 1956 In Gupta, 2003), ensuite soumis & une analyse de variance & un
facteur (p<0.05) et le test de Tukey pour déterminer les groupes homogénes. Ces analyses

sont realisées a l'aide du logiciel statistique Minitab.16.




Chapitre 3
Résultats et discussion



CHAPITRE 3 RESULTATS ET DISCUSSION

3. Résultats et Discussion
3.1 Résultats

Dans cette étude, nous avons réalisé prétraitement (priming) des graines des espéces
Trifolium subterraneum (Fabaceae) et de Teucrium polium (Lamiaceae), par différentes
concentrations d’auxine (AIA) synthétisée par des souches d’actinobactéries afin d’étudier
leur capacité a stimuler et booster le processus de germination et la croissance chez ces

especes.
3.1.1 Variation du pourcentage de germination

3.1.1.1 Trifolium subterraneum

L'analyse la variance a montré que le traitement des graines par les surnageants des souches
d’actinobactéries a différentes concentrations en auxine a stimulé de maniére trés hautement
significative (p< 0,0001) la germination des graines de T. subterraneum (Tableau A1,
Annexe). Le test post hoc de Tukey a mis en évidence quatre groupes homogenes de souches

dont deux qui se distinguent (Tableau A2, Annexe).

Le premier groupe (A) comporte une seule souche bactérienne (B3, 5.11pg/ml d’AlA),
caractérisée par le pourcentage le plus élevé de germination (80%), alors que le dernier
groupe (C) est représenté par le temoin (T, graines n’ayant pas subies de traitement), et la
souche C1A (2.66 ug/ml d’AIA) avec les pourcentages de germination le plus faibles (30%)
(Fig.18 et 19) (Tableau A2, Annexe).
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Figure 18. Variation du pourcentage de germination (%) en fonction des
traitements a base d’AlA Actinobactérien chez Trifolium subterraneum L.
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Figure 19. Germination des graines de Trifolium subterraneum aprés priming avec différentes
concentrations d’AIA provenant des souches d’ Actinobactéries testées apres 5 jours d’incubation.

3.1.1.2 Teucrium polium

L'analyse de variance a montré que le traitement des graines par les surnageants des souches
d’actinobactéries a différentes concentrations en auxine a stimulé de manic¢re hautement

significative (p< 0,008) la germination des graines de T. polium (Tableau A3, Annexe).

Le test de Tukey a mis en évidence trois groupes homogénes de souches dont deux qui se
distinguent (Tableau A4, Annexe). Le premier groupe (A) comporte deux souches
bactériennes, G1A et G1B, produisant respectivement 2.52 pg/ml et 10.33 pg/ml d’AIA. Ces
souches ont enregistré les pourcentages de germination les plus élevés, avec 24.24% et
22.73% respectivement. En revanche, le dernier groupe (B) est représenté par le témoin (T),
avec 0 ug/ml d’AIA (Fig.20 et 21) (Tableau A4, Annexe).
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Figure 20. Variation du pourcentage de germination (%) en fonction des
traitements a base d’AIA Actinobactérien chez Teucrium polium L.

Figure 21. Germination des graines de Teucrium polium traitées avec différentes concentrations
d’AIA provenant des souches d’Actinobactéries testées apres 30 jours d’incubation.

3.1.2 Variation des parameétres de croissance
3.1.2.1 Longueur des racines

Le transfert des graines appartenant aux deux espéces étudiées sur le milieu MS et en
conditions controlées en termes de température et photopériode de la chambre de culture In

vitro a permis I’allongement de la racine et la sortie des deux cotylédones.
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e Trifolium subterraneum

L'analyse de la variance a montré un effet significatif (p<0.05) des traitements aux
différentes concentrations d'AlA appliquées sur les graines de T.subterraneum (Tableau A3,

annexe).

Daprés la figure 5, apres un séjour de 15 jours dans les conditions expérimentales, la
longueur la plus importante des racines a été observée chez les graines prétraitées avec le
surnageant de la souche G1B (10.33ug/ml) (5.67 cm), suivie par celles traitées avec les
souches C1B (5.4 cm) et C1A (5 cm) (Fig.22 et 23). Ces derniéres ont enregistré des
longueurs proches de celles du témoin (5.33 cm). La longueur la plus faible (3 cm) a été

observeée chez les graines traitées avec le surnageant de la souche G1A.
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o

Figure. Variation des longueurs des racines en fonction des traitements a base
d’AlA Actinobactérien chez Trifolium subterraneum L.

Figure 23. Allongement des racines et développement de racines secondaires de T.
subterraneum sur milieu MS en conditions contrélées.
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e Teucrium polium

L'analyse de variance a montré une différence non significative entre les différentes
concentrations d'auxine quant a ’allongement des racines de Teucrium polium (p< 0.699)

(Tableau A4, annexe).

Les résulats obetnus figure montre qu’apreés quelques jours dans des conditions contrélées,
un faible allongement des racines chez les individus de T. polium (Fig.24 et 25). Les
longueurs des racines varient de 1.5 cm pour les graines prétraitées avec le surnageant de la
souche G1B (10.33 pug/0.3 ml) & 2.75 cm pour celles amorcées avec le surnageant B3 (5.33
pg/0.3 ml).

Les mesures ont été prises quelques jours apreés le transfert des graines de Teucium polium
sur le milieu de culture. Cependant, le développement des racines de T. polium a
malheureusement été interrompu en raison de conditions difficiles dans la chambre de
culture pendant I'expérimentation, notamment des contaminations fongiques et bactériennes,

ainsi que des variations de température.
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Figure 24. Variation des longueurs des racines en fonction des traitements a base
d’AlA Actinobactérien chez Teucrium polium L.

Figure 25. Développement des racines de T. polium sur milieu MS en conditions
controlées.
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3.1.2.2 Longueur de la partie aérienne

L'analyse de la variance a montré des différences significatives entre les différentes
concentrations d'auxine contenues dans les surnageants d’actinobactéries testées quant au
développement de la partie aérienne chez les vitroplants de I’espéce Trifolium subterraneum
(p<0.038) (Tableau A5, Annexe).

La lecture de la figure () révele que la longueur la plus importante a été chez les vitroplants
issus des graines prétraitées avec le surnageant de la souche C1B (2.84 ng/0.3 ml d’AlA),
3.67 cm. Elles sont suivies par les vitroplants prétraitées avec le surnageant de la souche
G1B (10.33 pug/0.3 ml) et les témoins avec 3.5 cm. La longueur la plus faible (1.5 cm) a été
observée chez les échantillons prétraités avec le surnageant de la souche B3 (5.3 pg/0.3 ml)
(Fig. 26 et 27).
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Figure 26. Variation des longueurs des parties aériennes en fonction des
traitements a base d’AlA Actinobactériens chez Trifolium subterraneum L.

Longueur de la partie aérienne

Figure 27. Développement des parties aériennes et apparition la premiére feuille
simple et premiére trifoliée chez quelques plantules de T. subterraneum. jﬂ
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3.2 Discussion

La germination, étape transitoire entre le stade de la graine séche et I'emergence de la
radicule, est possible lorsque les conditions physiologiques et environnementales sont
favorables (absence de dormance primaire, disponibilité d'oxygene, température adéquate)
Bewley and Black (1994). Chaque espéce végétale a une gamme spécifique d’exigences

environnementales nécessaires a la germination (Baskin et Baskin, 1998).

Les résultats de cette étude ont révélé que les taux de germination des graines non traitées
chez les especes spontanees étudiées, Trifolium subterraneum et Teucrium polium, étaient
respectivement de 30 % et 9,02 %. Cela suggere que la majorité des graines semblent étre
affectées par un certain type de dormance.

Selon Taylor, (2005), les graines de Trifolium subterraneum peuvent étre soit dures
(généralement > 90%), soit possédant une dormance embryonnaire apres la récolte d'une

durée plus ou moins longue.

De méme, pour Teucrium polium, Najafi et al., (2006) suggérent que les téguments durs des
graines de cette espéce pourraient inhiber la germination, ce qui pourrait expliquer le trés

faible taux de germination de 2,2 % observé par Shakeri et al., (2009).

Les résultats de cette étude ont montré une augmentation significative des taux de
germination par rapport aux graines témoins, grace a l'effet stimulant des prétraitements avec
les surnageants bactériens des souches B3, C1B, G1B, G1A et C1B chez T. subterraneum,
atteignant 80 % (pour la souche B3), et des souches G1A, G1B et B3 chez T. polium, avec
24,24 % (pour la souche G1A). Cela démontre le potentiel de ces souches qualifiées de
PGPR a produire des hormones telles que l'auxine et la gibbérelline, mises en évidence dans

cette étude, qui exercent un réle biostimulant et synergique sur le processus de germination.

Le priming des graines permet d'améliorer la germination des graines ainsi que le
développement des plantules en accélérant le déroulement des événements métaboliques et
en surmontant les conditions défavorables grace a l'activation d'un systéme de réponse au
stress Johnson et al., (2021).

En effet, plusieurs études ont démontré la capacité des PGPR (Plant Growth Promoting
Rhizobacteria) dans 1’amélioration de la germination des graines de tomates, poivrons,
laitues, radis, mais et soja (Kaymak et al., 2009), et ont suggéré que 1’application de certaines
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de ces souches sous stress salin pourrait procurer un pourcentage de germination plus éleve
(Kaymak et al., 2009).

Selon Barassi et al., (2006), les PGPR sont capables d’exercer un effet bénéfique sur la
croissance des plantes par augmentation du taux de germination. Cet effet positif est attribué
a la capacité de ces souches bactériennes a produire ou de modifier des hormones végétales,

principalement, les gibbérellines qui jouent un réle clé dans la germination

Kirdi et Zermane, (2010), dans leur étude ont montré la capacité de 12 souches PGPR a
augmenter le taux et la vitesse de germination de graines appartenant a plusieurs especes:
Vicia faba, Cicer arietinum, Triticum durum, Pisum sativum, Hordeum vulgare, Medicago

sativa et Solanum lycopersicum.

Les résulats de cette étude ont montré la capacité des souches G1B (10ug/0.3ml) et B3 (5.11
pg/0.3 ml) dans 1’allongement des racines de T. subterraneum et T. polium, respectivement.
Selon Ahmad et Kibret (2013) et Gupta et al., (2015), ’auxine a un effet positif sur
l'initiation de la croissance et I’¢longation racinaire. Elle augmente également la ramification

des racines et améliore I'absorption de minéraux et d'eau.

Dans le méme contexte, Van Loon et al., (1998) ont rapporté que les traitements avec les
PGPR augmentent le pourcentage de germination, la vigueur des plantules, 1I’émergence, le
développement des racines et des tiges, la biomasse totale des plantes, le poids des semences,

la floraison précoce et les rendements de fruits et des graines.

Au cours de cette étude, nous avons égalemnt noté 1’effet de la souche C1B sur la croissance
de la partie aérienne chez le Trifolium subterraneum. L’ AIA stimule I'élongation cellulaire,
favorise la croissance des plantules et influence le développement des organes (Bishun et
al., 2021). De méme, Van Loo (2007) ont montré Il'effet de la gibérélline a stimuler

I’¢longation de la tige.

Nos résultats ont indiqué aussi que la souche B3 a inhibé la croissance de la partie aérienne
chez trifolium subterraneum. Cette diminution peut étre expliqué par la présence d’autres
molécules dans le surnageant de cette souche, qui ont un effet inhibiteur sur la croissance
des vitoplants de cette espece. D’autre part, 1’effet inhibiteur peut étre due a la concentration

I'AIA dans le surnageant appliqué.
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Ainsi, chez le blé, Roberto et Rodolfo (2004) ont rapporté que I’AIA peut inhiber la
germination de cette espece en agissant sur la concentration de gibbérelline qui régule la
germination ce qui diminue la croissance de la plante. Par ailleurs, Chauhan et al., (2009)
et Roychowdhury et al., (2012) ont rapporté la dépendance entre I’augmentation de la

concentration de I’AIA et la diminution de germination et de croissance des plante.

.
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Conclusion

Le présent travail porte sur I’étude de I’impact du priming sur le taux de germination des graines
des espece Trifolium subterraneum L., et Teucrium polium L. 11 consiste a tremper les graines
dans les surnageants de souches d’actinobactéries (GlA, G1B, B3, Cl1A, CIB, C3A),

synthétisant différentes concentrations en Acide indole acétique (AIA) pendant 24H.
Les principaux résultats issus de ce travail révelent :

e Les taux de germination des graines de 7. subterraneum et T. polium n'ayant pas subi de
priming ont été faibles.

o Les graines de T. subterraneum et T. polium ont montré une réponse positive a tous les
primings a base des souches d’actinobactéries utilisés.

e [analyse de variance a révélé un effet significatif des primings utilisés sur la
germination chez les deux especes.

e Une augmentation significative des taux de germination par rapport aux graines
témoins, grace a l'effet stimulant des prétraitements avec les surnageants bactériens des
souches B3, C1B, G1B, G1A et C1B chez T. subterraneum et des souches G1A, G1B
et B3 chez T. polium.

e Le potentiel des souches d’actinobactéries qualifiées comme PGPR a produire des
hormones telles que l'auxine et la gibbérelline exerg¢ant un rdle biostimulant et
synergique sur le processus de germination et également la croissance chez les deux
especes.

e Le meilleur taux de germination (80%) a été constaté chez les graines ayant été
amorcées dans le surnageant de la souche B3 chez T. subterraneum et 24.24% chez les
graines de 7. polium amorcées par le surnageant de la souche G1A.

e La capacité des souches G1B et B3 sur les longueurs des racines des racines de T
subterraneum et T. polium, respectivement, et le développement des racines secondaires
chez T. subterraneum.

e [’effet stimulateur de la souche C1B et inhibiteur de la souche B3 de la croissance de la

partie aérienne chez le Trifolium subterraneum.

Ces résultats prometteurs nécessitent des confirmations supplémentaires pour identifier les
meilleures souches PGPR et les concentrations optimales en AIA afin d'améliorer davantage

la germination et la croissance des deux especes.

B
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ANNEXES

Composition du bouillon de tryptophane
Pour 1 litre de milieu :

- Tryptone : 10,0 g

- DL-Tryptophane : 1,0 g

- Chlorure de sodium: 5,0 g

Réactif de Salkowski
FeClI3: 4,06 g.
Acide perchlorique : 75 ml.

Eau distillée : 75 ml.



ANNEXES

Tableau Al : Analyse de variance du % de germination chez Trifolium subterraneum L.

Somme Moyenne
Source DDL descarrés descarrés F Pr>F
Modele 6 0,383 0,064 10,694 0,000
Erreur 14 0,083 0,006
Total
corrigé 20 0,466

Tableau A2 : Test de Tukey 5% : groupes homogénes (% de germination, T.subterraneum)

Moyennes
Modalité estimées Groupes
B3 1,047 A
CiB 0,913 A B
G1B 0,853 A B
GlA 0,828 B
ClA 0,798 B
C3A 0,729 B C
T 0,581 C

Tableau A3: Analyse de variance du % de germination chez Teucrium polium L

Somme Moyenne
Source DDL des carrés  descarrés F Pr>F
Modeéle 3 0,096 0,032 8,215 0,008
Erreur 8 0,031 0,004
Total
corrigé 11 0,127

Tableau A4 : Test de Tukey 5% : groupes homogénes (% de germination T.polium )

Moyennes
Modalité  estimées Groupes
G1A 0,529 A
G1B 0,474 A
B3 0,419 A B

T 0,289 B




ANNEXES

Tableau A5: Analyse de variance pour la longueur de la racine chez T.subterraneum L.
Somme Moyenne
Source DDL descarrés descarrés F Pr>F
Modele 6 20.975 3.496 2.377 0.050
Erreur 35 51.473 1471
Total
corrigé 41 72.448
Tableau A6 : Analyse de variance de la longueur de la racine chez Teucrium polium L.
Somme Moyenne
Source DDL descarrés descarrés F Pr>F
Modele 3 1.528 0.509 0.485 0.699
Erreur 12 12.590 1.049
Total
corrigé 15 14.118
Tableau A7 : Analyse de variance de la longueur de la partie aérienne chez T. subterraneum
Somme des Moyenne
DDL carrés descarrées F Pr>F
6 14.010 2.335 2.536 0.038
35 32.223 0.921
41 46.233
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