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Résumé

Résumé

le rhizoplan et la rhizophére sont le siege d’échanges intenses entre la plante et le milieu
environnant ou se trouve des bactéries qui colonisent les racines de facon intense appelés les
rhizobactérie. Certaines bactéries sont reconnues pour posséder certaines caractéristiques
bénéfiques pour les plantes soit au niveau du contrdle des pathogenes soit au niveau de
l'augmentation et I’amélioration de la croissance. Plusieurs genres bactériens sont reconnus
pour étre capables d'aider la croissance des plantes et sont regroupés sous le nom de PGPR
(Plant Growth Promoting Rhizobacteria). Il est possible d’utiliser les PGPR comme des
biofertilisants ou des biopesticides pour les plantes pour remplacer I’utilisation des produits

chimiques et sauver I’envirennement et la santé du consommateur.

Dans notre travail, nous nous sommes intéressés a caractériser 30 souches bactériennes isolées
a partir de la rhizosphéere et le rhizoplan de blé dur (Triticum durum), a partir des deux régions
de Constantine (EI Khroub et Ain Abid), dans le but de caractériser leur propriétés
morphologiques et phénotypiques, ainsi que leurs caractéristiques de PGPR. Nous avons
réalisé plusieurs tests et nous avons déterminé les souches capables de produire I’auxine, de
solubiliser la phytate et de produire I'ammoniaque. Les résultats obtenus vont nous servir
pour sélectionner et classer les bactéries les plus performantes pour stimuler la croissance de

la plante.

Mots clé : PGPR, Modes d’action, Rhizosphére, Rhizoplan.



Abstract

Abstract

The rhizoplan and the rhizophere are the seat of intense exchanges between the plant and the
surrounding environment where bacteria are found which colonize the roots in an intense way
called rhizobacteria. Some bacteria are known to have certain characteristics that are
beneficial to plants, either in controlling pathogens or in increasing and improving growth.
Several bacterial genera are recognized to be able to help the growth of plants and are
grouped under the name of PGPR (Plant Growth Promoting Rhizobacteria). It is possible to
use PGPRs as biofertilizers or biopesticides for plants to replace the use of chemicals and save
the environment and the health of the consumer.

In our work, we were interested in characterizing 30 bacterial strains isolated from the
rhizosphere and the rhizoplan of durum wheat (Triticum durum), from the two regions of
Constantine (EI Khroub and Ain Abid), in order to characterize their morphological and
phenotypic properties, as well as their PGPR characteristics. We carried out several tests and
we determined the strains capable of producing auxin, solubilizing phytate and producing
ammonia. The results obtained will be used to select and classify the best performing bacteria
to stimulate plant growth.

Key words:PGPR, Modes of Action, Rhizosphere, Rhizoplan.
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Introduction

Depuis plus d’un siécle, la compréhension des interactions plantes-microorganismes dans
la rhizosphere a suscité I’intérét de nombreux chercheurs. La rhizosphére est définie
comme étant la zone de sol entourant la racine qui est directement ou indirectement
influencée par cette derniére et qui présente une forte activité microbienne. Des recherches
considérables ont montré que plusieurs microorganismes de diverses origines
phylogénétiques sont capables de coloniser activement le systeme racinaire de la plante en
présence d'une micro flore compétitive, et d’inhiber différents agents pathogenes et

maladies.

En effet, le rhizoplan et le rhizosphere sont le siége d’échanges intenses entre la plante et le

milieu environnement (Curl, 1982).

En Algérie, le blé est lI'une des récoltes les plus importantes, plusieurs hectares sont
employés pour sa plantation. Le blé dur (Triticum durum Desf.) est la premiére céréale
cultivée en Algérie, elle occupe environ 2 millions d’hectares (Susana et al., 2008).

La production nationale ne répond pas au besoin de la population étant donné le faible
rendement ce qui classe I’Algérie comme I’un des plus importants pays importateurs des
céréales. Ceci est d0 essentiellement a la dégradation du sol qui représente une menace
pour la survie a long terme de la production agricole. En plus, la culture du blé nécessite
des apports importants en engrais azotés, ce qui favorise la contamination des nappes

souterraines.

Actuellement, plusieurs recherches ont utilisé d'autres méthodes pour améliorer la

production de blé et diminuer le risque de contamination de I’environnement,

Alors ces chercheurs ont identifié des bactéries du sol possédant des propriétés bénéfiques
pour les plantes tant pour leur croissance que pour leur santé. lls ont regroupé ces bactéries
sous le nom de PGPR (Plant Growth Promoting Rhizobacteria). Les PGPR sont retrouvés

dans la rhizosphére, a la surface des racines ou encore en association avec les racines.

Ces bactéries sont utilisées pour améliorer la croissance et la santé des plantes. Les
objectifs majeurs de I‘inoculation bactérienne inclus ; I‘augmentation de la fixation
symbiotique de I‘azote, dégradation des composés inaccessible pour la plante, promotion
de la croissance des plantes et la lutte biologique contre les microorganismes pathogenes
(Barriuso et al., 2008). Les effets bénéfiques de rhizobactéries sont liés a leur position
stratégique a I’interface sol-racine.



Introduction

Cette étude a pour but de caractériser parmi des souches isolées de la rhizosphére et le
rhizoplan du blé dur, quelques modes d’actions des PGPR et de déterminer parmi les
bactéries celles qui ont le potentiel d’agir en tant que bactéries bénéfiques. Ce document
est constitué de trois chapitres :

Une synthese bibliographique qui présente des définitions de rhizosphere, rhizobactérie
plus des géneralités sur les PGPR et leur mode action, ainsi que les différents genres des
PGPR.

Le deuxiéme chapitre représente la partie matériel et méthodes qui a été réalisé au niveau
du laboratoire GBBV (Génétique ; Biochimie et Biotechnologie Végétale) de I’Université
Fréres Mentouri Constantine 1. Ce chapitre présente les caractérisations microbiologiques
de 30 souches bactériennes isolées de deux régions de Constantine et leur potentiel a étre
des biofertilisants.

Puis le dernier chapitre qui représente la partie résultats et discussions ; cette partie
englobe les différents résultats obtenus sur la caractérisation morphologique (la forme, la
mobilité et le Gram des souches), les résultats de la caractérisation de certains test sur
I’action des PGPR tel que : la fixation d’azote, leur capacité a produire I’ammoniaque, a
solubiliser le phosphore et a produire I’auxine.

En fin une conclusion générale qui englobe tous les résultats obtenus et leurs perspectives.






Syntheése bibliographique

1. Rhizosphére

Le terme « rhizosphere» dérive d’un mot grec « Rhizo »=racine et « Spheére »= champs
d’influence (Morgan et al., 2005). La rhizospheére est la zone de sol qui entoure les racines et
qui est sous l'influence des exsudats racinaires. La richesse de cette zone la rend favorable a la
colonisation par des microorganismes dont leur activité, modifie sa composition et son
activité chimique (Hiltner, 1904). Les microorganismes qui se trouvent dans cette zone, nous

appelons les « Rhizobactéries ».

La rhizosphere a été subdivisée en trois zones; I'endorhizospheére (la partie de I'endoderme, le
cortex radiculaire et l'espace apoplastique entre les cellules); rhizoplan (la surface de la
racine); et ectorhizosphéere (la zone s'étendant du rhizoplan au sol en vrac) (Figure 1)
(Mcnear, 2013).

Endochizosphere

Rhizoplan

Ectorhizosphere
Microorganismes

Poils absorbants
Sol
Rhizosphére

Fxsudats
et mucilage

Figure 01 : Diagramme d’une racine et structure de la rhizosphére (Seshadri et al., 2015).
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2. Rhizobactérie

Ces bactéries se retrouvent dans la rhizosphére. Elles semblent promouvoir la croissance des
cultures par plusieurs mécanismes qui sont comme suit : suppression des maladies des plantes
(par des bio-protecteurs), I'amélioration de l'acquisition des éléments nutritifs (biofertilisants),
ou la production de phytohormones (appelées biostimulants) (Agritech, 2014).

Des espéces comme Pseudomonas et Bacillus élaborent des substances qui ne sont pas encore
bien définies soit comme des phytohormones soit comme des régulateurs de croissance
permettant aux cultures d'avoir plus de racines fines augmentant ainsi la surface d'absorption
chez les plantes. Ces Rhizobactéries sont désignés comme des bio-stimulants et les
phytohormones qu'ils produisent comprennent : indole-acétique, les cytokinines, les
gibbérellines et les inhibiteurs de la production d'éthyléne (Agritech, 2014).

3. Bacteries promotrices de la croissance des plantes (PGPR)

3.1. Présentation des bactéries promotrices de la croissance des plantes
(PGPRs)

Les rhizobactéries favorisant la croissance des plantes ou RFCP (en anglais : PGPR,
acronyme de Plant Growth Promoting Rhizobacteria) sont des bactéries de la rhizosphere
bénéfiques a la croissance et a la santé des plantes. On distingue deux grands groupes de
RFCP : Les phytostimulatrices et les phytoprotectrices.

Les bactéries colonisatrices de racines (rhizobactéries) qui exercent des effets bénéfiques sur
le développement des plantes via des mécanismes directs ou indirects ont été définies comme

des rhizobactéries favorisant la croissance des plantes. (Garcia et al., 2003).

Selon Beneduzi et al. (2012), les PGPR exercent des effets positifs sur la croissance des
plantes par le biais de mécanismes directs et indirects. Les principaux mécanismes directs
d'action des PGPR comprennent la fixation de I'azote, la mobilisation des minéraux (P, Zn et
Fe) et la production de phytohormones. Cependant, la lutte biologique contre les agents
pathogénes par la production d’ACC-désaminase, de sidérophores, d'antibiotiques, d'enzymes
Iytiques, de résistance systémique induite (ISR) et d'induction de résistance contre les stress
abiotiques est décrite comme des mécanismes d'action indirects des PGPR. La figure 02
résume les effets directs et indirects favorisant la croissance exercés par les PGPR sur les
plantes.
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Figure 02 : Différents actions des PGPR sur les plantes (Hakim et al., 2021).

3.2. Historique des PGPR

Le terme PGPR a été introduit pour la premiere fois a la fin des années 1970, lorsqu'il a été
démontré, par Kloepper et Schroth, que des souches de Pseudomonas fluorescens ont
amélioré le rendement des cultures de pommes de terre jusqu'a 500% par la production de
sidérophores ; chélateurs de fer, privant les bactéries pathogeénes indigénes de fer (Garcia et
al., 2003). Seulement 1 & 2% des bactéries favorisent la croissance des plantes dans la

rhizosphere (Beneduzi et al., 2012).

Ces bactéries naturellement présentes dans la rhizosphére des plantes sont capables d’adhérer
aux racines de facon spontanée, par la formation de biofilms ou par la mise en place
d’organites symbiotiques. Leur action peut étre directe ou indirecte selon que le bénéfice
s’opere en présence ou en I’absence de pathogéne. Les PGPR appartiennent aux genres
Pseudomonas, Rhizobium, Azospirillum, Azotobacter, Klebsiella, Enterobacter, Alcaligenes,
Arthobacter, Burkholderia, Bacillus, Serratia (Ahmad et al., 2008), Acetinobacter,

Flavobacterium et Erwinia (Rodriguez et Fraga, 1999).
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3.3. Modes d’action des PGPR

Les modes d’action des PGPR sont regroupés en deux modes : directs et indirects. Bien que
la différence entre les deux ne soit pas toujours évidente. Les mécanismes directs sont ceux
agissant a I’intérieur des plantes et affectent directement leur nutrition, leur métabolisme et
leur développement, tandis que les mécanismes indirects, en général, sont ceux qui se
produisent en dehors des plantes et touchent surtout tout ce qui est en relation avec le bio
contrdle. Les mécanismes directs comprennent les processus de bio fertilisation (nutrition de
la plante) et de bio stimulation (production des phytohormones de croissance). Les processus
de bio contrdle (production des métabolites antifongiques, production de composés
volatiles,...) ; constituent des mécanismes indirects, car elle assure un milieu sain pour la

croissance de la plante, ce qui assure une bonne croissance de celle-ci (Figure 3).

Ces differents modes d’actions contribuent tous potentiellement & un meilleur développement

de la plante et pourront conduire a un meilleur rendement.

Plant Growth Promoting Rhizobacteria (PGPR)
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Figure 03: Présentation générale des deux modes directs et indirects des PGPR (Basu et al.,
2021).
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3.3.1. Modes directs

Les PGPR participent a augmenter la disponibilité des nutriments et des phytohormones dans
la rhizosphére, ceci stimule directement le développement et la croissance de la plante, les

mécanismes les plus important sont cités ci-dessous.
3.3.1.1. Fixation biologique de I’azote

L'azote (N) constitue environ 2% de la matiére seche totale d’une plante est essentiellement
nécessaire a la croissance des plantes. Les plantes ont besoin de N pour la synthese d'acide
nucléique, de protéines et denzymes (Bano et Igbal, 2016). Sa carence entraine une
croissance réduite, un jaunissement de feuilles et ramification réduite des légumineuses.
Cependant, le diazote (N) qui représente environ 80% de I'atmosphere n'est pas accessible
aux plantes. Les plantes ne peuvent absorber que I’azote disponible dans le sol sous forme
d'ammonium et de nitrate a travers leurs racines. La forme d’ammonium est directement
assimilée en acides aminés et stimule la ramification des racines pour augmenter la surface
d'absorption des nutriments ainsi que des résultats en acide aminé plus élevé. Alors que le
nitrate peut étre conservé chez les plantes afin d’étre utilisé lorsque celle-ci en a besoin, il doit
étre converti en ammonium avant de pouvoir étre utilisé (Beeckman et al., 2018). Le nitrate
améliore l'absorption de plus de nutriments par allongement des racines et a un effet plus
direct sur différentes signalisations (O’Brien et al., 2016).

Le PGPR peut augmenter directement I'absorption de nitrate en stimulant les systémes de
transport de NO3 . Il a été rapporté que deux putatifs des genes de transporteur de nitrate,
c'est-a-dire NRT2.5 et NRT2.6 sont apparus étre fortement réglementé a la hausse en réponse a
I'inoculation par Phyllobacterium brassicacearum chez la plante modele Arabidopsis thaliana
(Kechid et al., 2013). De méme, les génes des transporteurs de nitrate se sont avérés étre
régulée a la hausse dans les racines de riz lors des interactions avec Azospirillum brasilense
(Thomas et al., 2019 ; Calvo et al., 2019). Il a été aussi rapporté que I’inoculation d’A.
thaliana par Bacillus, Lysinibacillus, Paenibacillus ont régulé a la hausse les quatre genes
d'absorption des nitrates avec une augmentation significative de la biomasse de la plante
(Calvo et al., 2019).

L'utilisation de bio-engrais tels que les bactéries fixatrices d’azote peut accroitre la
productivité et constitue une alternative viable qui contribue a réduire la pollution due aux

applications d'engrais chimiques, a préserver l'environnement et a baisser le codt de la



Syntheése bibliographique

production. Ainsi, Figueiredo et al. (2008) ont rapporté que, au cours des deux dernieres
décennies, lutilisation de PGPR pour le développement durable de [I’agriculture a
considérablement augmenté dans plusieurs régions du monde. Les microorganismes prennent
de I'importance dans I'agriculture en favorisant la circulation des éléments nutritifs (Sahin et
al., 2004; Orhan et al., 2006). L'un des avantages des bactéries diazotrophes est de fournir
aux plantes l'azote en échange du carbone libéré par les exsudats racinaires. Toutefois, la
disponibilité du carbone comme source d’énergie est requise pour la fixation intensive de
I'azote. Ceci impose a ces diazotrophes de vivre prés des plantes soit dans la rhizosphére, le
rhizoplan ou comme endophytes.

Les microorganismes a associations symbiotiques produisent 80% de I’azote et le reste
provient des systéemes libres ou associés (Graham, 1988). La fixation de I'azote non
symbiotique a une grande importance agronomique (Saxena et Tilak, 1998). Les bactéries
fixatrices d’azote associées a la rhizosphére sont de plus en plus utilisées dans les cultures des
non légumineuses comme la betterave sucriére, la canne a sucre, le riz, le mais, et le blé
(Dobereiner, 1997; Hecht-Buchholz, 1998; Sahin et al., 2004). Parmi les bactéries
fixatrices d'azote non-symbiotiques les plus importantes, elles appartiennent a plusieurs
especes : Azoarcus sp., Gluconacetobacter diazotrophicus, Herbaspirillium sp., Azotobacter
sp., Achromobacter, Acetobacter, Alcaligenes, Arthrobacter, Azospirillum, Azomonas,
Bacillus, Beijerinckia, Clostridium, Corynebacterium, Derxia, Enterobacter, Klebsiella,
Pseudomonas, Rhodospirillum, Rhodopseudomonas, Xanthobacter, Azospirillum, ce dernier
est le représentant des PGPR, ses capacités ont été évaluées dans des expériences a travers le
monde (Burdman et al., 2000; Dobbelaere et al., 2003; Vessey 2003; Lucy et al., 2004;
Ramirez et Mellado, 2005). De méme, d’autres bactéries endophytiques telles que
Enterobacter, Klebsiella, Burkholderia et Stenotrophomonas, ont attiré ['attention de
nombreux chercheurs ces derniéres années en raison de leur association avec des cultures
importantes et leur potentiel a améliorer la croissance des plantes (Chélius et Triplett, 2000;
Verma et al., 2001; Dong et al., 2003; Ramirez et Mellado, 2005).

3.3.1.2. Solubilisation du Phosphate

L'amélioration de la fertilité du sol est I'une des stratégies les plus communes pour augmenter
la production agricole. En plus de la fixation biologique de l'azote, la solubilisation des
phosphates représente également un moyen important. Le phosphore (P) est un

macronutriment essentiel pour la croissance et le développement des plantes mais aussi un
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important élément nutritif limitant cette croissance. Contrairement a l'azote, il n'existe pas de
source biologique disponible (Ezawa et al., 2002). Méme dans les sols riches, la plupart du
phosphore n'est pas disponible pour les plantes, une grande quantité se trouve sous forme
insoluble. Les bactéries solubilisant le phosphate, PSB (Phosphate Solubilizing Bacteria) sont
fréquentes dans la rhizosphere et peuvent étre utilisées pour résoudre ce probleme (Vessey,
2003). Les microorganismes permettent la disponibilit¢ du P pour les plantes par
minéralisation du P organique du sol et par solubilisation des phosphates précipités (Kucey et
al., 1989; Pradhan et Sukla, 2005). La capacité de quelques micro-organismes a convertir le
phosphore insoluble en forme accessible est un trait important pour les PGPR. Les bactéries
rhizosphériques solubilisant le phosphate pourraient étre une source prometteuse comme
agent bio fertilisant dans I'agriculture (Sharma et al., 2007).

Le principal mécanisme de solubilisation des phosphates est la production d’acides
organiques. Les acides gluconiques et 2-cétogluconique sont les plus fréqguemment rencontrés.
La libération de ces acides mobilisant le phosphore par lI'intermédiaire d’interactions ioniques
avec les cations du sel, de phosphate conduisent a l'acidification des cellules microbiennes et
de leur environnement et par conséquent la libération du phosphate sous forme ionique. La
libération des groupements phosphates liés a la matiére organique est assurée par I’action des
phosphatases (Figure 4) (Kumar et Narula 1999; Whitelaw, 2000; Gyaneshwar et al.,
2002).

Parmi les communautés bactériennes du sol capables de solubiliser le phosphore, on trouve
les especes de Bacillus, Enterobacter, Erwinia et Pseudomonas spp. (Subbarao, 1988 ;
Kucey et al., 1989). Bacillus. megaterium, B. polymyxa, B. circulans, B. coagulans, B.
subtilis et B. sircalmous sont les plus performantes dans la solubilisation des phosphates
(Podile et Kishore, 2006).
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Figure 04: Mécanismes d’action des bactéries solubilisant les phosphates (Khan et al.,
2009).

3.3.1.3. Production d’hormones de croissance (phytohormones)

Les phytohormones influencent les fonctions physiologiques des plantes a de trés faibles
concentrations comme messagers chimiques. Les phytohormones sont des déterminants clés
du comportement des plantes et jouent un réle de premier plan dans divers aspects
physiologiques. Traditionnellement, les hormones végétales ont été divisées en cinq classes
différentes: I’auxine, les cytokinines, les gibbérellines, les acides abscissiques et I’éthyléne
(Olenska et al., 2020). En outre, plusieurs phytohormones comme les jasmonates, les
brassinostéroides et les acides salicyliques jouent également un réle important dans la
croissance et le développement des plantes en particulier dans des conditions de stress
biotique et abiotique (Wong et al., 2015; Kang et al., 2016). Une large gamme de bactéries
rhizosphériques présentes peuvent produire des phytohormones pour faciliter la croissance et
le développement des plantes. Les phytohormones produites par les rhizobactéries sont
impliquées dans I’lamélioration de la croissance des plantes (Maheshwari et al., 2015). Les
régulateurs de croissance des végétaux sont les substances qui influencent les processus
physiologiques de la plante a de trés faibles concentrations et modifient ou contrélent un ou
plusieurs événements spécifiques du métabolisme d’une plante. Les hormones végétales sont
des signaux chimiques affectant la capacité de la plante a réagir a son environnement. Sans
compter qu'elles jouent un réle important dans la réponse de la plante aux stress biotiques et
abiotiques.
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a. Acide indole acétique (AlA)

L’AlA est le plus important du groupe des auxines (Ashrafuzzaman et al., 2009) et
quantitativement le plus produit par les PGPR. Il fonctionne comme une molécule signal
importante dans la régulation du développement des plantes, agissant sur l'organogenese, les
réponses trophiques, les réponses cellulaires telles que I'expansion des cellules, la division, la
différenciation et la régulation des genes (Figure 5) (Ryu et Patten, 2008). Le réle de I’'AIA
dans la stimulation de la croissance est obtenu en limitant I'effet de la bactérie par
I’application directe de I’AlA sur les racines. Il favorise la survie des bactéries dans la
rhizosphére. Les poids des tiges et des racines des plantes de blé sont influencés positivement
par l'ajout de I'AlA (Narula et al., 2006). Diverses espéces bactériennes possedent la capacité
de produire de I’AlA. Une grande proportion (80%) de bactéries colonisant la rhizosphere le
synthétise, les bactéries a Gram positif sont faiblement productrices (Loper et Schroth,
1986). Toutefois, I'amélioration de la croissance des plantes par la colonisation racinaire avec
des espeéces de Bacillus et Paenibacillus productrices d’ Al A est bien connue (Kloepper et al.,
2004 ; Idris et al., 2007).
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Figure 05: Rdle de I’acide indole acétique dans I’amélioration de la croissance végétale
(Khan et al ., 2009).
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b. Cytokinine

Les cytokinines (CK) sont des molécules de signalisation importante impliquée dans la

régulation de la croissance et du développement des plantes.

Cette hormone végétale joue un role crucial dans divers processus de développement, y
compris la dominance apicale, la germination des graines, la formation de nodules, le
développement des fleurs et des fruits, I’allongement des racines et le développement
vasculaire (Osugi et Sakakibara, 2015). Les genres bactériens tels que Bacillus, Escherichia,
Agrobacterium, Methylobacterium, Proteus, Pseudomonas et Klebsiella peuvent produisent
des cytokinines (Maheshwari et al., 2015). La voie de la biosynthése de la cytokinine
impliqgue la formation de N6-isopentényleadénosine monophosphate d'adénosine
monophosphate (AMP) et le pyrophosphate de diméthylallyle (DMAPP). Alors que chez les
bactéries, la synthése implique le transfert de la isopentényle de I'nydroxyl diméthyl butényl
diphosphate (HMBDP) a 'AMP (Wong et al., 2015). Les bactéries synthétisent et liberent de
la cytokinine dans la rhizosphere, en augmentant par la suite le contenu de cytokinine dans la
solution du sol et la croissance des plantes qui conduit a la stimulation de la croissance des
plantes. En plus, ces PGPR peuvent atténuer l'effet des stress par la production des
cytokinines comme pour le cas de Bacillus subtilis qui a diminué le stress hydrique chez les
plantes de Platycladus orientalis (Liu et al., 2013). La cytokinine serait également impliquée
dans les systemes de la défense de la plante contre les agents pathogénes, par exemple, les
cytokinines produites par P. fluorescens controlaient efficacement I’infection de P. syringae
chez Arabidopsis (GroR3kinsky et al., 2016).

c. Gibbérelline

Les gibbérellines (AG) sont des hormones végétales impliquées dans presque toutes les étapes
de la croissance et du développement des plantes, y compris I'embryogenése, I'élongation de
la tige, la floraison, I'expansion des feuilles et la maturation des fruits (Binenbaum et al.,
2018). Comme les auxines et la cytokinine, les bactéries possedent également la capacité de
synthétiser les GA. Parmi les bactéries, la caractérisation des gibbérellines (GA1, GA4, GA9,
et GA20) a été signalé pour la premiére fois chez Rhizobium meliloti (Atzorn et al., 1988).
Depuis, plusieurs genres bactériens comme Acetobacter, Azospirillum, Herbaspirillum,
Bacillus et Pseudomonas ont été caractérisés pour la production d'AG (Maheshwari et al.,
2015).

12
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La fonction des AG chez les bactéries n'est toujours pas connue mais ils pourraient agir
comme des molécules de signalisation vers les plantes. Cependant, la stimulation de la
croissance et du rendement des plantes est mise en évidente grace a divers études. Par
exemple, l'inoculation de Solanum lycopersicum avec la souche Promicromono spora a
régulé a la hausse la voie de biosynthése de I'AG tout en régulant a la baisse la synthese
d’acide abscisique chez la plante (Kang et al., 2012). La rhizobactérie Leifsonia soli a
montré la capacité de production de GA et a stimulé la croissance des plants de concombre, de
radis et de tomate (Kang et al.,2014a). Une autre souche de Leifsonia xyli productrice de GA
a maintenu la croissance de Solanum lycopersicum sous contrainte de cuivre (Cu) (Kang et
al., 2017). Le réle des AG dans la diminution du stress thermique a également été signalé
(Kang et al., 2015). De méme, Bacillus tequilensis a amélioré la biomasse végetale du soja en
produisant du GAl, GA3, GA5, GA8, GA19, GA24 et GA53 sous le stress de haute
température (Kang et al., 2019b).

d. Régulation d’éthyléne et production d’ACC désaminase

Au cours de ces dernieres années, un nouveau mecanisme de promotion de la croissance des
plantes impliquant I’éthylene a été proposé (Burdman et al., 2000). Certains PGPR
produisent de I’ACC désaminase, une enzyme qui pourrait cliver I’ACC, le précurseur
immédiat de I'éthyléne dans la voie de biosynthese de I'éthyléne chez les plantes. L'activité de
I'ACC désaminase diminuerait la production d'éthylene (qui affecte négativement de
nombreuses étapes physiologiques des plantes : Une augmentation de la production d'éthyléne
agissant comme hormone sensitive stimule la maturation des fruits et le vieillissement des
fleurs) (Oldroyd et al., 2001; Van Loon et al., 2006).

Les PGPR produisant cette enzyme soulageraient ainsi la plante de plusieurs stress causés par
des infections, I’absorption de métaux lourds, la salinité élevée et méme la sécheresse (Glick
et al., 1998).

Le role de I’ACC desaminase chez les PGPR est actuellement bien établi. Elle intervient dans
la régulation de I’éthyléne chez les plantes. Les PGPR s’attachent aux racines et utilisent les
exsudats racinaires tels que le tryptophane et le transforment en auxines particulierement en
AlA. Cet AlA rhizobactérien ainsi que I’AlA endogene de la plante peuvent induire I’activité
de I’ACC-synthase qui produit de I’ACC (Penrose et Glick, 2001). Une partie de I’ACC de la
plante est excrétée et dégradée par I’ACC-désaminase des rhizobactéries en ammoniaque et

13
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en a-cétobutyrate, composés rapidement métabolisés par les bactéries (Holguin et Glick,
2001), par conséquent la diminution de I’ACC entraine I’abaissement du taux d’éthyléne dans
la plante.

En réponse a une infection pathogéne, les plantes accumulent plusieurs hormones, y compris
I'éthylene, qui active les stress comme le stress oxydatif et la carence nutriments, entrainant
une diminution de croissance, ce qui aboutit finalement a la mort des plantes (Premachandra
et al., 2016).. La capacité des microbes du sol a produire de I'ACC désaminase est la
caractéristique clé qui diminue le niveau d'éthylene et ses effets délétéres ultérieurs et aide les
plantes a surmonter le stress, parmi les genres bactérien produisant I’ACC désaminase, il y a
Bacillus et Pseudomonas (Ali et al., 2020). Durant le stress, la concentration d’ACC
augmente dans les racines de la plante. Les populations microbiennes produisant 'ACC
désaminase-hydrolyse I'ACC exsudé en ammoniac et en a-cétobutyrate, ce qui réduit
finalement la production d'éthylene (Saraf et al., 2010).

3.3.1.4. Formation de sidérophores

Les Micro-organismes ont la capacité de synthétiser des composés s appropriant les ions
ferriques présents dans la rhizosphére et les rendent ainsi indisponibles pour les champignons

pathogénes entrainant ainsi une diminution de sa croissance.

Bien que le fer soit lI'un des minéraux les plus abondants sur terre. Dans le sol, il est
indisponible pour I’assimilation directe par les microorganismes car lion ferrique (Fe*®),
forme prédominante dans la nature, est peu soluble (Neilands et al., 1987). La quantité de fer
soluble dans le sol est beaucoup trop faible soit environ 10-18M a pH 7,4, pour assurer la
croissance microbienne, les microorganismes du sol sécretent des molécules de faible poids
moléculaire (~ 400-1000 daltons) appelés sidérophores qui lient le Fe** avec une trés forte
affinité (Kd = 10-20 a 10-50) (Castignetti et Smarrelli, 1986) et le transportent vers la
cellule microbienne ou il est repris par l'intermédiaire d'un récepteur cellulaire puis utilisé
durant la croissance microbienne (Neilands et Leong, 1986; Briat, 1992). Contrairement aux
phytopathogenes microbiens, les plantes ne sont généralement pas lésées par I’épuisement du
fer dans le sol. La plupart des plantes peuvent croitre a des concentrations de fer beaucoup
plus faibles (environ 1000 fois) (O'Sullivan et O'Gara, 1991). En outre, un certain nombre

de plantes ont des mécanismes pour lier le complexe fer-sidérophore bactérien, le transportent

14



Syntheése bibliographique

a travers la plante puis le libérent sous sa forme réduite utilisable (Bar-Ness et al., 1992;
Wang et al., 1993).

Ainsi, méme si une PGPR est un agent efficace suppresseur du pathogene dans des conditions
contrdlées, son comportement sur le terrain est extrémement difficile a prédire. Malgré cela,
cette mise en garde suppose que la capacité des bactéries produisant des sidérophores inhibant
les organismes phytopathogenes est un trait important qui pourrait avoir un impact
agronomique important.

Parmi les bactéries capables de synthétiser des sidérophores sont : Bacillus, Pseudomonas et
Azotobacter (Ahmad et al., 2008). Les bactéries ayant un grand pouvoir de chélation du fer
peuvent reconnaitre et utiliser les sidérophores produits par d’autres souches, en privant ces
derniéeres de son utilisation. Cette particularité peut favoriser la souche dans le processus de la
colonisation et la compétition pour le substrat mieux que d autres microorganismes dans la
rhizosphére (Ongena et al., 2002). D autre part, bien que la production des sidérophores soit
un mécanisme important pour I"activité des PGPR, elle est rarement essentielle dans le bio-
contr6le (Ongena et al.,, 2000; Meziane et al., 2005). Un grand nombre de facteurs
environnementaux (pH, température et la source de carbone) influence leur production (Duffy
et Défago, 1999). De plus, étant donné que les sidérophores soient principalement spécifiques

du fer, ils peuvent aussi complexer d’autres métaux lourds pour atténuer leur toxicité ou

posséder d’autres fonctions biologiques (Figure 6) (Khan et al., 2009).

Figure 06: Fonctions biologiques des sidérophores (Khan et al., 2009).

KN




Syntheése bibliographique

3.3.2. Mode indirect

Les effets indirects des PGPR incluent les actions de biocontrol, donc tout ce qui concerne la
protection contre  les phytopathogénes, afin de subvenir a protéger la plante, les PGPR
adoptent plusieurs voies dont: la concurrence pour les nutriments dans la rhizospheére,
production des substances antagonistes (comme les antibiotiques), la résistance systémique
induite et la production d’enzymes hydrolytiques , (Basu, A.; Prasad, P et al., 2021).

En général, les principaux modes de bio-contrdle attribués aux rhizobactéries sont :
3.3.2.1. Compétition pour I’espace et les nutriments

Dans certains cas, une réduction de la maladie peut étre associée a une colonisation
importante des racines par les bactéries bénéfiques, ce qui réduit le nombre de sites habitables
par les micro-organismes pathogénes et, par conséquent, amélioration indirect de la

croissance des plantes (Piano et al., 1997).

Les rhizobactéries peuvent aussi eliminer les pathogénes fongiques par une compétition pour

le carbone et les sources d’énergie (Kamilova et al., 2005).

La compétition pour I’espace et les nutriments est I'interaction indirecte dans laquelle les
pathogénes présents dans la rhizosphére sont en concurrence les uns avec les autres pour la
nourriture et pour I’occupation physique du site. L’environnement de la rhizosphére est
souvent limité en nutriments, et pour que les microbes réussissent a coloniser et a survivre, ils
occupent les sites ou l'eau et les nutriments sont assimilables. Ainsi, pour que les microbes
puissent survivre dans un tel environnement, ils sécrétent des sidérophores qui ont une forte
affinité avec le fer, en le rendant moins disponible aux pathogénes et en inhibant leur
croissance dans la rhizosphére (Tabassum et al., 2017).

3.3.2.2. Antibiose

L'antibiose est définie comme « l'inhibition d'un organisme par le produit métabolique d'un
autre organisme » (Angélique , 2011 ; Belkadi et Koliai, 2016). C’est le mode d’action le
plus étudiés et le plus puissant contre les microbes pathogenes, qui est généralement la
production d’antibiotiques par des souches rhizobactériennes. La production d'antibiotiques
est un mécanisme extrémement efficace des rhizobactéries pour inhiber les infections

pathogénes dans la rhizosphere des plantes (Hakim et al., 2021). Les antibiotiques sont des
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toxines de bas poids moléculaire produites par les communautés bactériennes qui peuvent tuer
et/ou empoisonner d'autres microbes. Cependant, plusieurs antibiotiques et des toxines ont
été identifiées a partir de la population bactérienne vivant dans la rhizosphére (Tabassum et
al., 2017).

3.3.2.3. Résistance systémique induite (ISR)

La résistance systémique induite (ISR) est un état de résistance active qui dépend des
barriéres chimiques ou physiques de la plante hote, est une forme de résistance stimulée par
les PGPR Il n’est pas facile de distinguer les (ISR) des acquis systémiques resistances (SAR)
parce que les deux utilisent des composés similaires pour supprimer les pathogenes, sachant
que le SAR est activée chez les pathogenes pour éliminer d’autres pathogénes. (Tabassum et
al., 2017)

L’ISR s'est averée étre induite par des microorganismes variés et plus particulierement par des
rhizobactéries. Celles-ci incluent des bactéries Gram+ ou des bactéries Gram- qui sont les
plus étudiées dans le contexte de I''SR. Ainsi, I'induction des rhizobactéries produisent un
signal qui se propage de fagon systémique a I'intérieur de la plante et augmente la défense, et
la capacite des tissus d’éloigner I'infection causer par les agents pathogenes, (Jourdan et al,
2008 ; Benhamou et Rey, 2012).

3.3.2.4. Production d’enzymes hydrolytiques

La production d'enzymes lytiques utilisés par les agents de lutte biologique contre des
pathogénes cibles consiste a produire des enzymes dégradant les parois cellulaires telles que
la déshydrogeénase, les chitinases, la B-glucanase, les protéases, les phosphatases, les lipases
sécrétées par les souches de bio-contrdle de PGPR (Raafat and Sahl, 2009). Cette action des
enzymes lytiques, protégent les plantes contre plusieurs pathogénes tels que les champignons
pathogenes comme Sclerotium rolfsii, Botrytis cinerea, Fusarium oxysporum, Pythium
ultimum, Phytophthora sp. et Rhizoctonia solani. (Hakim et al., 2021).

De plus, Bacillus cereus et Bacillus cepacia produisent de 1'amylase, de la B-1,3-glucanase, de
la cellulase, de la protéase, de la xylanase et de la lipase, qui rompent les parois cellulaires de
plusieurs microbes pathogenes du sol (Hakim et al., 2021).
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3.4. Différents genres des PGPR

3.4.1. Azospirillum

Le genre Azospirillum appartient a la sous-classe o des Protéobactéries et a été considére
comme un genre important parmi les bactéries favorisant la croissance des plantes. C’est une
bactérie mobile, a Gram négatif. La présence d'espéces d'Azospirillum est répandue dans
I'environnement, y compris les régions tropicales, subtropicales et tempérées; la plupart
d'entre eux ont €té décrits a partir de racines de plantes et d'échantillons de rhizosphére.
Certains membres du genre Azospirillum sont reconnus comme biofertilisants en raison de
leurs activités favorisant la croissance des plantes, telles que la fixation biologique de I'azote,
la production d'hormones, la solubilisation des phosphates et la production de sidérophores.
En outre, Azospirillum a une activité de controle biologique des phytopathogenes. Toutes ces
caractéristiques rendent certaines espéces d'Azospirillum parmi les meilleurs biofertilisants

cultures agricoles importantes.

L’association entre Azospirillum et la plante produit des changements morphologiques et
physiologiques dans les racines. La bactérie produit des hormones de croissance, l'acide
indole-3 acétique (AlA), qui favorise I’augmentation de la surface des racines, entrainant une
augmentation de I’absorption de I’eau et des minéraux. De plus, cette association permet la
fixation symbiotique de I’azote atmosphérique (jusqu’a 50 kg de N/ha/ans), ce qui favorise la
croissance et le rendement des cultures (Bashan et al., 2004). Les Azospirillum se fixent a la

surface des racines, dans la zone d'élongation, ou au niveau des poils absorbants.
3.4.2. Pseudomonas

Le Pseudomonas est un bacille fin sous forme de batonnet de 1 & 5 um de longueur et 0,5 a 1
um de largeur (Chaker, 2012). Elles sont des bactéries Gram négatives, avec des flagelles
polaires et en forme de batonnet. Ce genre bactérien appartient aux phyla Proteobacteria, a la
classe Gamma proteobacteria et a la famille Pseudomonadaceae. Des espéces de
Pseudomonas et leurs produits ont été utilisés pour leurs applications en biotechnologie
(Anayo et al., 2016).

Elles sont des bactéries ubiquistes, rencontrées souvent dans les sols, classées comme étant les
meilleurs candidats PGPR (Saharan et Nohra, 2011). Les Pseudomonas sont des bactéries
meétaboliqguement polyvalentes, vivant dans divers habitats, elles ont été étudiés de maniere
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intensive surtout pour leur potentiel a produire divers produits d'intérét industriel (Justyna
Mozejko-Ciesielska, 2021).

Ces bactéries sont mobiles, elles sont capables d’utiliser de nombreux substrats
hydrocarbonés comme sources de carbone et d’énergie (HOfte et de VVos, 2006).

3.4.3. Bacillus

Les Bacillus forment un genre de bactéries a Gram positif, appartenant a la famille des
Bacillaceae. Le genre Bacillus, principal représentant des bactéries aérobies formant des
endospores, est I'un des genres les plus diversifiés, composé actuellement de 273 espéces
validées. Ces bactéries sont capables de produire des endospores leur permettant de résister a
des conditions environnementales défavorables. C’est le genre le plus abondant dans la
rhizosphére, l'activité PGPR de certaines de ces souches a été connue depuis plusieurs années
(Probanza et al., 2002). Elles sont potentiellement utiles comme agents de lutte biologique
(Nagérska et al., 2007) et capables de solubiliser le phosphate, produire de I'AlA, les
sidérophores et les antifongiques (Charest et al., 2005).

3.4.4. Rhizobium

Le terme Rhizobium vient du grec Rhiza=racine et bios=vie et provient de la premiére
appellation au XIXeme siecle du premier genre bactérien vivant dans le sol et pouvant

noduler les légumineuses. (Frank, 1889).

Les Rhizobium, ou Rhizobia, sont des bactéries aérobies du sol appartenant a la famille des
Rhizobiaceae (Schultze et Kondorosi, 1998, Albercht et al., 1999). Ils sont Gram négatifs,
non sporulantes, de forme bacilles et sont mobiles. Ce sont des microorganismes aérobies de
petite taille dont la température de croissance optimale est de 28°C et le pH optimal est de 6 a
7. (Burton et Elkan, 1985).

Elles peuvent produire des phytohormones, des siderophores et de 'HCN, avec la capacité de
coloniser les racines de plusieurs types de plantes non légumineuses et de stimuler leur
croissance. Les Rhizobia ont manifesté un grand intérét lors de leur utilisation comme agents
de bio-control (Antoun et Prévost, 2005).

La mise en place d'une interaction non spécifique des Rhizobia avec les racines des plantes

non légumineuses a ouvert la voie de leurs applications comme PGPR sur des plantes non
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légumineuses. Les Rhizobia, en plus de leur activité fixatrice d’azote, ils contribuent aussi a
I'amélioration de la disponibilité des phosphates pour la plante par mobilisation de formes
organiques et inorganiques (Saharan et Nohra, 2011).

Généralement les Rhizobium sont connus par leur symbiose avec légumineuses, cette
symbiose se traduit par la formation sur les racines de la plante héte des nodules (nodosités).
Les nodosités sont le lieu d’une activité symbiotique: la plante fournit les substances
carbonées aux bactéries, et les bactéries fournissent a la plante les substances azotées
synthétisées a partir de I’azote atmosphérique (Downie, 2005). Le processus de la fixation
symbiotique d’azote aide la plante a survivre et a rivaliser efficacement sur les sols pauvres en
azote. Akhtar et Siddiqui (2009) ont montré que l'inoculation des légumineuses par
Rhizobium sp. entraine une augmentation dans la croissance, le rendement et le nombre de
nodules formé au niveau des racines par rapport aux plantes sans inoculation. En plus de leur
activité bénéfique de fixation d’azote avec les légumineuses, les Rhizobia peuvent améliorer

la nutrition des plantes par la mobilisation du phosphate organique et inorganiques.
3.4.5. Frankia

Frankia sont des actinobactéries fixatrices d'azote a Gram positif qui peuvent vivre a I'état
libre dans la rhizosphére ou en association symbiotique avec des plantes actinorhiziennes non
légumineuses (Didier Bogusz ; Claudine Franche., 2020). Cette association confere une
capacité particuliere a coloniser les sols pauvres en azote, les plantes actinorhiziennes sont
capables d'agir comme des pionniers dans la régénération des jachéres (culture en jachere)
(Thanh Van Nguyen, Daniel Wibberg et al., 2019). Il s’agit plus précisément d’un
actinomycéte en raison de ses caractéristiques morphologiques et biochimique (Duhoux et
Nicole, 2004).

Le développement d'outils génomiques et moléculaires a la fois chez Frankia et dans des
plantes actinorhiziennes modéles, notamment Alnus glutinosa et Casuarina glauca, a fait
progresser la compréhension de ce micro-organisme et sa capacité a développer une
endosymbiose racinaire (Didier Bogusz et Claudine Franche, 2020).
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4. Réponse de la plante a I’'inoculation par des PGPR

La réponse des cultures végétales a I’inoculation par des PGPR est étudiée dans de
nombreuses expéeriences menées a travers le monde aux champs et sous serres. Sur la base des
données obtenues, il est évident que I'inoculation a entrainé des augmentations significatives
des rendements de différentes cultures, sous différentes conditions. Elles peuvent affecter la
croissance et le rendement d’une large gamme de cultures telles que les céréales ou les
légumes. Les traitements avec les PGPR augmentent le pourcentage de germination, la
vigueur des plantules, I’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 (Van Loon et al., 1998).

Suite a l'apparition des exsudats racinaires produits par les plantes, les PGPRs commencent a
se multiplier et par conséquent affectent positivement les plantes. Plusieurs compagnies
développent actuellement des inoculants contenant des PGPRs, surtout afin de réduire
l'utilisation des pesticides et des engrais chimiques pour les utiliser en agriculture
(Beauchamp, 1993). L'inoculation des semences avec ces rhizobactéries se traduit
généralement par des accroissements de rendement d'environ 10 & 30% (Suslow, 1982).

La réponse d’une plante a I‘inoculation par des PGPR varie selon la compétence écologique
de la bactérie, le stade de croissance de la plante, son interaction avec I‘inoculum et les
conditions biotiques et abiotiques de I‘environnement (Bendjida et Aouadi 2019)

5. Intérét des PGPR pour I’agriculture

L’amélioration de I’agriculture est devenue d’une grande nécessité. Parmi les stratégies qui
ont été employées pour améliorer I’agriculture et sa production durable et saine. Nous citons
I’utilisation des biofertilisants, des biopesticides ainsi que la sélection de matériel génétique
plus adapté.

L’utilisation des rhizobactéries (PGPR) pour améliorer la croissance des plantes par une
grande variété de mécanismes tels que la solubilisation du phosphate, la production de
sidérophores, la fixation biologique de I'azote, I'ingénierie de la rhizosphére, la production de
1-aminocyclopropane-1-carboxylate désaminase (ACC) , l'interférence du signal de détection
de quorum (QS), l'inhibition de la formation de biofilm, la production de phytohormone, la
production de composés organiques volatils (COV), l'induction d'une résistance systémique et
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la promotion de symbioses végétales-microbes bénéfiques, constitue un moyen miracle pour
remplacer [I'utilisation d'engrais chimiques, de pesticides et d'autres suppléments. Les
substances favorisant la croissance sont susceptibles d'étre produites en grandes quantités par
ces micro-organismes de la rhizosphére qui influencent indirectement la morphologie globale
des plantes. Les progrées récents dans notre compréhension de la diversité des PGPR dans la
rhizosphere ainsi que de leur capacité de colonisation et de leur mécanisme d'action devraient
faciliter leur application en tant que composant fiable dans la gestion d'un systéeme agricole
durable.
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Matériel et Méthodes
1-Matériel biologique

Notre travail a été réalisé au niveau du laboratoire GBBV (Génétique ; Biochimie et

Biotechnologie VVégétale) de I’Université Freres Mentouri Constantine 1.

Nous avons travaillé sur 30 souches bactériennes qui ont été déja isolées a partir de la
rhizosphere et le rhizoplan (sols et racine) du blé dur (Triticum durum) cultivés dans deux
régions de Constantine (Figure 7): Ain Abid et EI Khroub (collection de Dr KECHID M).
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Figure 07 : Sites d’isolement des souches du Rhizoplan et de la Rhizosphere.

Les souches isolées de la région d’El khroub sont 13 bactéries dont 5 de la rhizosphére et 8
du rhizoplan, et celles isolées de la région de Ain Abid sont 17 bactéries dont 11 bactéries de

la rhizosphére et 6 du rhizoplan (Tableau 1).

Tableau 1 : différentes souches bactériennes des deux régions

Rhizosphére Rhizoplan
El Khroub KS1, KS2, KS3, KS4, KS5 KR1, KR2, KR3, KR4, KR5,
KR6, KR7, KR8
Ain Abid AS1, AS2, AS3, AS4, AS5, | ARL, AR2, AR3, AR4, AR5,

AS6, AS7, AS8, AS9, AS10,
AS11

ARG
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Les différentes souches ont été conservées au congélateur -80°C, afin de les utiliser, elles ont

été ensemencées en surface sur milieu GN (Gélose nutritive).
2-Caractérisation morphologique
2-1-Test de mobilité

Pour déterminer la mobilité, on utilise des cultures de bactéries fraiches, on prend une goutte
d’eau distillée stérile et la met sur une lame stérile puis on rajoute une partie de colonie de
bactérie, ensuite on rajoute la lamelle et on fait I’observation microscopique (Grossissement

100). Généralement les souches de Rhizobium sont mobiles.
3-Estimation de la concentration bactérienne

Chaque souche bactérienne, a une taille bien déterminée ainsi qu’un temps de génération, les
différentes souches peuvent donner des absorbances différentes, mais la méme absorbance ne
correspond pas toujours a la méme concentration bactérienne, c’est pour cette raison il est
important de déterminer la concentration bactérienne de chaque souche pour une absorbance

déterminée.

Afin de réaliser ceci, nous avons réalisé une estimation de la concentration pour chaque

souche.
3-1-Préparation d’une préculture

Chaque souche bactérienne est repiquée sur un milieu liquide (milieu LB, Annexe 1.3) (figure
8), les tubes sont ensuite mis dans une étuve a agitation, pendant 18 h a une température de
30°C.
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Figure 08 : Repiquages des souches bactériennes.
3-2-Dilution des souches bactériennes

Apres 18 h de croissance de la préculture, on va réaliser des dilutions, le but ce cette étape est
de réduire la concentration bactérienne de la préculture, afin de pouvoir réaliser un
dénombrement; pour réaliser ceci, on prend 1 ml de la solution mere (préculture) puis et on la
met dans 10 ml de I’eau physiologique stérile pour avoir la dilution 10™ , ensuite on prend
iml de la dilution 10 et on la met dans un 2éme tube qui contient 10 ml de I'eau
physiologique pour avoir la dilution 10? ; on répéte cette méthode jusqu’on obtient la dilution
de 10°, ces dilutions sont réalisées pour chaque souche.

Apres la réalisation des dilutions, on réalise des ensemencements dans la masse pour chaque
dilution (figure 9). 1ml de chaque dilution est mis dans des boites de pétri, ensuite, on ajoute
la gélose nutritive liquéfiée et en surfusion et on a fait des mouvements circulaires pour
mélanger la dilution avec le milieu de culture, apres solidification des milieux, les boites sont
fermées et incubées dans une étuve a 30°C pendant 48h.
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Figure 09 : Ensemencement des bactéries dans les boites pétri.
4-Caractérisation des modes d’action des PGPR

4-1-Production d’ammoniac

Les différentes souches bactériennes sont repiquées sur milieu liquide BK (annexe 1.9), elles
sont ensuite incubée en agitation a 30°C pendant 3 jours, aprés la période d’incubation, on
préléve avec une pipette 2ml de chaque culture BK et on ajoute 0,5 ml du réactif de Nessler
(annexe 1.11), une coloration jaune orange apreés I’ajout du réactif de Nessler est I’indicateur
de la production d’ammoniac; le principe de cette technique est de détecter la production
d’ammoniac qui constitue un indice de la capacité de la bactérie a inhiber la croissance
d’autres bactéries pathogeénes.

4-2-Solubilisation de phytate

Le phytate est parmi les sources de phosphore dans le sol, qui sont non assimilées par la
plante, le principe de cette méthode est de savoir si les bactéries sont capable de dégrader le
phytate pour le rendre sous forme assimilable et ceci par le biais de la phytase.

Nous avons ensemencé chaque bactérie en strie dans une boite de pétri qui contient le milieu
NBRIB ou la seule source de phosphore est le phytate (annexe 1.5), les boites sont ensuite,
mises dans I’étuve a une température de 30°C pendant 5 a 7 jours. Les bactéries capables de
dégrader le phytate forme un halo transparent autour de la colonie.

Les bactéries dégradantes le phytate représentent un moyen important pour solubiliser le
phytate présent dans le sol et le rendre accessible a la plante pour I'utiliser facilement.

K=
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4-3-Mise en évidence de la production de la pyoverdine et la pyocyanine

Apres la préparation de milieu King A et King B (annexe 1.6 ; 1.7), nous avons ensemencé
chaque souche sur le milieu King A et King B. Les boites sont ensuite, mises dans I’étuve a
une température de 30°C. Apres 48heures, on commence la lecture des boites sous UV :

King A : si les bactéries sont émettent une fluorescence jaune au vert ¢a veut dire qu’il ya la la
production de pyoverdine, indicateur de I’appartenance de la bactérie & Pseudomonas

flurescens.

King B : si les bactéries émettent une fluorescence bleu verte c¢a veut dire que la bactérie
produit la pyocyanine, indicateur de bactérie Pseudomonas aeruginosa.

4-4-Caractérisation des souches sur milieu YMA

Nous avons préparé le milieu Yeast-Manitol Agar (YMA) + rouge congo (RC) (Annexe 1.4 ;
1.4.1). Chaque souche bactérienne est ensemencée en surface du milieu YMA plus rouge de
Congo, les boites sont ensuite mises en incubation & 28°C pendant 48 h.

Ce test est réalisé pour déterminer, si parmi les souches étudiées. Il y a plusieurs genres

n’absorbé pas le rouge congo comme le rhizobium et donne des colonies translucides.
4-5-Caractérisation des souches sur milieu Burk’s N Free

Les bactéries fixatrices d'azote sont des bactéries libres, qui sont capables d’utiliser I’azote
atmosphérique. Afin de déterminer si nos souches sont capables d’utiliser I’azote
atmosphériques, chaque souche est ensemencé en surface du milieu solide Burk’s N Free
(annexe 1.8). Les boites sont incubées a 30°C pendant 5 a 7 jours.

Les bactéries capables de pousser sur le milieu Burk’s N Free ont la possibilité d’utiliser
I’azote atmosphérique et par conséquent elles peuvent fixer I’azote atmosphérique.
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4-6-Production d’auxine

Pour voir si nos souches sont capables de produire I’auxine. Chaque souche est ensemencé
dans un tube contenant le milieu liquide (LB) + 0,5 g/l de Tryptophane (annexe 1.3.1), les
tubes sont incubés a 30°C et en agitation pendant 24h.

Apres 24h, on a pris 2 ml de chaque tube contenant les bactéries on les met dans les tubes
eppendorfs ; ces tubes sont placés dans la centrifugation pendant 5 min a 30000 rpm (figure
10).

Figure 10: Centrifugeuse

Nous récupérons le surnageant et nous prenons 1,8 ml du surnageant de chaque bactérie et on
le met dans un autre tube, on rajoute la méme dose de la solution salkowski (annexe 1.10).
Les tubes sont enveloppés avec du papier d’aluminium afin qu’ils ne soient pas exposés a la
lumiére et sont incubés pendant 20 min a température ambiante et a I’obscurité totale. Puis
mesurer I’absorbance de la couleur rose résultante. L’auxine a été lue a une longueur d’onde
de 530nm avec un spectrophotometre.
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Résultats et discussion

1-Caractérisation morphologique

Une observation microscopique pour déterminer la morphologie des bactéries plus une
coloration de Gram est réalisée pour déterminer la forme et le Gram des différentes

bactéries et préciser le caractere Gram+ ou Gram-.

Si les bactéries sont Gram positive, elles apparaissent en violet foncé tandis que si les

bactéries Gram négatives elles apparaissent colorées en rose (Figure 11).

Figure 11: Résultats de la coloration de Gram. Bactéries Gram plus (a droite) et Gram
négatif (a gauche).

Apres une observation microscopique (Grossissement 100) on a remarqué une diversité

dans les formes et tailles des 30 souches (Tableau 2).

Le tableau 2 montre que la majorité des bactéries sont bacilles et Gram positif. Toutes les
bactéries sont mobiles a I’exception deux souches qui sont immobiles (AS1 et AS3).
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Tableau 02: Caractérisation morphologique des 30 souches.

Bactéries | Gram | Forme Mobilité | Bactéries | Gram Forme | Mobilité
AS1 Gram + | bacille Immobile | KS1 Gram + | Bacille | Mobile
AS2 Gram - | Cocci Mobile KS2 Gram + | Bacille | Mobile
AS3 Gram + | bacille Immobile | KS3 Gram + | Bacille | Mobile
AS4 Gram - | Cocci Mobile KS4 Gram+ | Cocci Mobile
AS5 Gram + | Bacille Mobile KS5 Gram - Cocci Mobile
AS6 Gram + | Bacille Mobile KR1 Gram+ | Cocci Mobile
AS7 Gram + | Bacille Mobile KR2 Gram+ | Cocci Mobile
AS8 Gram + | Bacille Mobile KR3 Gram - Bacille | Mobile
AS9 Gram + | Bacille Mobile KR4 Gram - Bacille | Mobile
AS10 Gram + | Bacille Mobile KR5 Gram + | Bacille | Mobile
AS11 Gram + | Bacille Mobile KR6 Gram + | Bacille | Mobile
AR1 Gram + | Bacille Mobile KR7 Gram+ Bacille | Mobile
AR2 Gram + | Cocci Mobile KR8 Gram+ | Cocci Mobile
AR3 Gram + | Cocci Mobile

AR4 Gram + | Bacille Mobile

AR5 Gram + | Bacille Mobile

ARG Gram + | Cocci Mobile

Les bactéries & Gram négatif isolées de la région d’AIN Abid sont les 2 souches de
rhizosphere (AS2 et AS4). Les autres bactéries isolées de la méme région sont tous Gram
positif.

Les bactéries a Gram négatif isolées de la région d’EL Khroub sont les souches KR3, KR4
et KS5, les autres sont toutes & Gram positif.

Les bactéries soit du sol ou de racine sont trés diversifiées ; parmi nos souches, la plus part

sont celles qui sont Gram + avec une forme bacille ou Coccobacille

Ces bactéries sont fréquemment retrouvées au voisinage des racines des plantes ou

certaines especes ont un réle dans la fixation d’azote.
2- Estimation de la concentration bactérienne

Le dénombrement des différentes souches a révélé que la méme absorbance ne correspond
pas a la méme concentration (Tableau 3), ce résultat est prévisible car toutes les bactéries
n’ont pas les mémes caractéristiques morphologiques. Parmi les 30 souches étudiées, 13
souches ont présenté une concentration entre 2 * 10° et 9*10°> UFC/ml pour I’absorbance 1,

11 souches avec des concentrations entre 1*10° et 6*10° UFC/mI, 3 souches avec des
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concentrations comprises entre 1*10" et 6*10° UFC/ml et 3 souches avec des
concentrations dans I’intervalle de 2*10* et 9%10* UFC/ml (Tableau 3).

Tableau 03: Correspondance entre la concentration bactérienne et I’absorbance 1.

Souches Ain | Concentration / Abs 1 Souches El Concentration / Abs 1
Abid (UFC/ml) Khroub (UFC/ml)

AR1 2,31*10° KR1 2,12*10°
AR2 6,22*10° KR2 3,43*10°
AR3 6,68*10° KR3 1,71*10°
AR4 8,21*10° KR4 7,60%10°
AR5 5,29%10° KR5 1,77*%10°
ARG 2,05*%10° KR6 3,59*10°
AS1 7,19%10° KR7 8,70*10°
AS2 6,41*10° KR8 4,87*10°
AS3 1,95*10° KS1 2,83*10°
AS4 2,98*10* KS2 7,12*10°
AS5 4,21*10° KS3 3,92*10°
AS6 9,44*10* KS4 1,07*10°
AS7 2,27*10’ KS5 6,20*10’
AS8 1,15*10°

AS9 9,03*10"

AS10 1,02*10°

AS11 5,79*10°

3- Caractérisation des modes d’action des PGPR
3-1- Caractérisation des bactéries sur milieux YMA

Ce teste a €té fait pour voir si nos souches sont capables d’absorber le rouge de Congo
rajouté sur le milieu Yeast Mannitol Agar, ce test nous permet de caractériser les souches
qui peuvent étre de plusieurs genres, comme des souches de Rhizobuim n’ont pas la

capacité de I’absorber.

Nous avons remarqué que la majorité des bactéries n’absorbent pas le rouge Congo sauf les
7 souches suivantes d’Ain Abid (AR2, AS2, AS3, AS4, AS6, AS7 et AS9) et 4 souches
d’EL Khroub (KR4, KR6, KS3 et KS4) (Figure 12).
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Figure 12: Absorption du rouge de Congo par les bactéries.
3-2- Mise en évidence de la production de pyoverdine et de pyocyanine :

Pour vérifier si il ya parmi nos souches une Pseudomonas, on a fait un ensemencement sur
les milieux king A et king B, alors dans :

Le milieu King A : si les bactéries présentent une fluorescence en jaune a vert ¢a veut dire
il yala pyoverdine et cela c’est I’indicateur de I’appartenance de la bactérie Pseudomonas
fluorescens .Le résultat dans ce test est négative pour tous les souches sauf AS5 (Figure
13)

Figure 13: Fluorescence de la souche (AS5) sur King A.

Sur le milieu King B : si les bactéries présentent une fluorescence en bleu vert, ¢a veut
dire qu’il y a présence de la pyocyanine indicateur de la bactérie Pseudomonas
aeruginosa. Le résultat pour ce test est négatif pour toutes les souches (Figure 14).
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Figure 14: Résultat négatif sur milieu King B.
3-3- Caractérisation des bactéries sur milieu Burk’s N free

La fixation biologique de I’azote, dont la symbiose Rhizobia-légumineuses est I’exemple
type, est donc elle est d’importance majeure pour la production agricole et pour le cycle
biogéochimique de I’azote, nécessaire au maintien de la vie sur la terre (Perry et al.,
2004).

Le milieu Burk’s N free se trouve recommandé pour détecter les micro-organismes
fixateurs d’azote tels que les bactéries fixatrices d’azote dans le sol (Subbarao, 1977).

Dans ce milieu nous avons trouvé que la majorité des bactéries ont trouvé des difficultés a
pousser sauf les bactéries (AR1, KS1, AS9, AS10 et AS11).

3-4- Production d’ammoniaque

Les PGPR sont des bactéries qui vivent en symbiose avec les plantes donc ils sont capables
d’aider les plantes pour se protéger contre les pathogenes, la production d’ammoniaque
chez les bactéries est un indicateur de biocontrol.

Cette expérience a été réalisée sur un milieu BK (annex 11), aprés I’ajout du réactif
Nessler. Nous avons détecté la production d’ammoniaque qui constituer une capacité de la
bactérie a inhiber la croissance d’autre bactérie pathogene.

Le résultat montre que tous les tubes préparés sont devenus orange, apres I’ajout du réactif
de Nessler, ¢ca veut dire que le test est positif pour la production d’ammoniaque (Figure
15).
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Figure 15: Résultat positif de la production d’ammoniaque.
3-5- Solubilisation de phytate

Tout d’abord, un micro-organisme ne pourra pousser sur un milieu contenant que les
phytates comme seule sources de phosphore, que s’il a une capacité a libérer une phytase
extracellulaire ou par I’absorption du phytate a travers la membrane externe et sa
déphosphorylation ultérieure dans le cytoplasme (Hill et Richardson, 2007).

Il y a des plantes qui ne sont pas capables de solubiliser le phosphore donc il existe des
bactéries qui sont capables de dégrader le phosphore en forme soluble pour ces plantes par
le biais de la phytase comme enzyme.

Cette méthode a été réalisée sur un milieu contenant le phytate comme seule source de
phosphore, les bactéries qui croissent sur ce milieu, indique leur capacité a solubiliser la
phytate ; ce test est un test qualitatif.

Les 30 souches des bactéries obtenues du rhizoplan et de la rhizosphére ont été
ensemencées dans un milieu solide qui contient le phytate comme source de phosphore.

Parmi les bactéries de la région d’Ain Abid il y a 12 sur 17 souches qui ont pu pousser sur
ce milieu contenant que le phytate comme source de phosphore sauf pour les souches:
AR1; AS5; AS9; AS10 et AS11.

Parmi les bactéries de la région d’EL Khroub il y a 9 sur 13 souches qui ont pu pousser sur
ce milieu contenant que le phytate comme source de phosphore sauf pour les souches :
KR2, KR3, KR4 et KS2 (Figure 16).
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Ce résultat indique que la majorité des souches de la rhizosphére et de rhizoplan ont pu
dégrader le phytate, donc sont capables de produire des enzymes appelées phytases. Ces
enzymes vont permettre de libérer les ions phosphates a partir des phytates, et seront ainsi
disponibles pour les racines des plantes.

Figure 16: Test qualitatif de croissance des bactéries sur un milieu contenant le phytate

comme seule source de phosphore.

Alors dans le sol les bactéries solubilisant et minéralisant le phosphore inorganique et
organique, et permettent ainsi de libérer des phosphates solubles aux racines c’est le méme
principe qu’elle a fait dans le milieu phytate (dégradation de milieu).

Ces bactéries ont d’autres propriétes, liées a leur nature de micro-organismes vivants, qui
sont aussi bénéfiques pour les plantes : production de phytohormones, structuration du sol,
amélioration de I’activité microbiologique du sol, etc ...

3-7- Production d’auxine

La capacité des 30 souches bactériennes a produire de I’auxine a été testée, donc c’est une
hormone de croissance et développement des plantes. Cette hormone joue un réle dans la
croissance des bactéries.

La production d’auxine a partir du tryptophane ajouté dans le milieu LB conduit a une
coloration rose apres avoir ajouté le réactif Salkawski, I’intensité de la couleur dépond du
taux d’AlA produit. On a mesuré le taux d’auxine produit a une longueur d’onde de
530nm pour toutes les souches bactériennes, en plus de la souche de référence Azospirillum
brasilens (AB) (Figure 17).
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Figure 17: Taux de production d’auxines chez les différentes souches. A : Souches de Ain
Abid, B : Souches d’EIl Khroub, AB : Azospirillum brasilens.

Toutes les souches ont produit de I’auxine avec des taux variables d’une souche a I’autre
(Figure 17.A), les souches isolées de la région de Ain Abid ont présenté deux souches
capables de produire des taux d’auxines plus elevée que la souche de référence et sont les
souches AS2 et AS3.

Quant aux souches isolées de la région d’El Khroub, ce sont les souches KR4 et KS3 qui
ont présenté des taux élevés d’auxine par rapport a la souche de référence (Figure 17. B).

36






Conclusion Générale

La rhizosphére est la région du sol directement formée et influencée par les racines et les
micro-organismes associés, cet environnement particulier comprend une microflore
microbienne qui inclut autant des micro-organismes bénéfiques que pathogenes. Certaines
bactéries du sol ont la capacité de favoriser le développement des cultures agricoles en
stimulant leur croissance a travers la production de métabolites impliqués directement dans
leur fonctionnement ou en réduisant les dommages causés par les agents pathogenes. Les
bactéries peuvent également influencer la symbiose entre les plantes et d’autres

microorganismes co-environnants, stimulant indirectement leur croissance.

Cet effet bénéfique peut étre direct, lorsque la bactérie stimule la croissance de la plante ou
active, ou indirect lorsque la bactérie participe a développer les réponses de défense contre
les pathogénes. Au niveau appliqué, I’effet PGPR offre des possibilités intéressantes en
agronomie (accroissement du rendement, réduction de I’utilisation des intrants azotés et

produits phytosanitaires, lutte biologique et amélioration de la santé des plantes).

Dans cette étude, 30 souches bactériennes déja isolées et purifiées a partir de la rhizosphére
et le rhizoplan de deux régions de la wilaya de Constantine (Ain abid et El khroub), ont été
testées. La caractérisation de leurs propriétés morphologiques (Gram, formes des bactéries
et la mobilité) et la détermination de quelques modes d’action des pgpr; nous avons
déterminé parmi les 30 souches testées, celles qui ont la capacité de solubiliser la phytate,

de produire I’auxine et produire I’ammoniaque.

Dans cette expérience nous avons commencé par I’étude des  caractéristiques
morphologiques, nous avons remarqué que la majorité des bactéries sont de forme Bacille
et mobiles.

Puis nous avons caractériser des modes d'action spécifiques aux PGPRs, les 30 souches de
bactéries étudiées avaient montré leur aptitude a croitre dans milieu ou la seule source de
phosphore est la phytate, a produire des quantités trés élevées d’auxine, a produire

I’ammoniaque et méme la possibilité a fixer I’azote atmosphérique.

Dans la région d’Ain Abid : AS2 AS4 AS6 AS7 et dans la région d’El Khroub : KS3 KS4

et KR6 sont les souches communes les plus performantes.
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Dans le milieu king B, la recherche de pyocyanine, a montré que toutes les souches ont un
résultat négatif par contre sur le milieu king A sauf la souche AS5 qui a présenté une
fluorescence de pyoverdine positive donc possibilité qu’elle soit une Pseudomonas

fluorescens. Toutes les souches sont productrices d’auxine et d’ammoniaque.

Ce travail vise a sélectionner les bactéries qui ont des caractéristiques des PGPR, pour les
inoculer ensuite avec le blé dur, afin d’étudier leur capacité a stimuler la croissance du blé
dur (Triticum durum) et d’améliorer les parametres de sa croissance. Ces souches, peuvent
donc étre inoculés et voir leur capacité a améliorer la croissance des plantes afin de
sélectionner les plus performantes.
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Annexes

Listes des annexes

Annexe 1: composition des milieux de cultures

1.1.Milieu GN (gélose déshydraté nutritive)

H20 2.5L

Gélose déshydraté nutritive (GN) 57.5g

1.2.L.’eau physiologique

Eau distillée 1.6L

NaCl 14.4 g/L

1.3.Milieu LB liquide

Eau distillée 1.1L
NaCl 119

Peptone 11g

Extrait de levures 5.59
PH 7

1.3.1 Milieu LB liquide + tryptophane

Milieu LB liquide 400 ml

tryptophane 0.2¢g

1.4.Yeast-Mannitol-Agar (YMA)

KzHPO4 0.2g
MgSO:s 7H20 0.08¢
NaCl 0.04¢g
Mannitol 49
Extrait de levures 0.2¢g
Eau distillée 400 ml
Agar 69

PH 6.9
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1.4.1 Yeast-Mannitol-Agar (YMA) + Rouge Congo

Yeast-Mannitol-Agar (YMA) 200 ml

Rouge Congo 10 ml

1.5.Milieu NBRIP (National Botanical Research Institue’s phosphate)

Glucose 49
Mgcl2 H20 29
MgSO4 7TH20 0.1g
Kcl 0.08 g
(NH4) SO4 049
Phytate 290
H20 400 ml
Agar 69

PH 7

1.6.Milieu king A

Peptone 49
Glycérol 2ml
K2SO4 24
Mgclz 0.28 g
H20 200 ml
Agar 39

PH 7.1

1.7. Milieu king B

Peptone 49
Glycérol 2ml
K2HPO4 039
MgSOa4 7H20 03¢
H20 200 ml
Agar 39
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PH 7.2

1.8. Burk’s N free
K2HPO4 029
KH2PO4 0.16 ¢
Naz(SOa) 0.02¢g
Caclz 0.08 g
MgSOas 7H20 0.04 ¢
Fe SO4 7H20 0.002 g
Molybdate 0.0012 g
H20 400 ml
Agar 69
PH 7

1.9. Milieu BK 131
Peptone 49
NaCl 29
K2HPO4 1.424 g
KH2POs 0.6 g
H20 400 ml
PH 7

1.10. Dosage d’auxine
Acide sulfurique 44.4 ml
Fecls 1249
H20 55.6 ml

1.11. Réactif de nessler
KI 1.75¢
Hgl2 259
NaOH 49
H20 25 ml
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1.12. Résultats des la réponse des bactéries sur différents milieux

Souches | YMA | King A | King B | Phytate | Burk’s
KR1 - - +
KR2
KR3
KR4
KR5
KR6
KR7
KR8
KS1
KS2
KS3
KS4
KS5
AR1
AR2
AR3
AR4
AR5
ARG
AS1
AS2 - - -
AS3
AS4
AS5
AS6
AS7
AS8
AS9
AS10
AS11
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Annexe : coloration de gram (Hans Christian Gram, 1884)

Déposer une goutte d’eau sur une lame bien propre.

2. Prélever un échantillon de colonie a I’aide d’une ance et mélanger avec la goutte d’eau,
strier et sécher par passage rapide sur flamme d’un bec bénzene.

3. Couvrir les frottis par violet de gentiane pendant 60 seconds.

4. Laver I’exces du colorant avec de I’eau distillée.

5. Couvrir avec du lugol pendant 30 secondes.

6. Laver a I’eau distillée pendant 5secondes.
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7. Rincer immédiatement le frottis avec le mélange alcool-acétone ou avec de I’éthanol en
inclinant la lame et par goutte a goutte jusqu’a disparition compléte de la coloration violette.
8. Laver a I’eau distillée pendant 5 secondes.

9. Couvrir avec la fuschine (ou sarfanine) pendant 60 secondes.

10. Laver a I’eau distillée pendant 10 secondes et mettre la lame inclinée sur du papier
absorbant.

11. Déposer une goutte d’huile a immersion sur le frottis et observer au microscope a un fort
grossissement. Les cellules Gram+ absorbant la couleur du violet de gentiane et demeurent
bleues violettes en apparence, contrairement aux cellules Gram- qui apparaissent

distinctement rosatres.
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nom de PGPR (Plant Growth Promoting Rhizobacteria). Il est possible d’utiliser les PGPR comme des
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