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Introduction

Au cours des derniers siécles, I'étude des interactions microorganismes-plantes au niveau
de la rhizosphére a attiré I'attention de plusieurs chercheurs qui ont contribué au
développement des connaissances de cette microflore. La rhizosphére est une zone d’intense
activité microbiologique en raison des exsudats racinaires des plantes, ces activités bénéfiques
peuvent étre directes par le biais des relations symbiose avec les plantes, ou indirectes via

I’action des microorganismes vivant librement dans la rhizosphere.

Le blé est I'une des récoltes les plus importantes en Algérie, plusieurs hectares sont
employés pour sa plantation. Le blé dur (Triticum durum) est la premiere céréale cultivée en
Algérie. A cause de la dégradation de la qualité du sol, la production nationale ne couvre pas
les besoins de la population, ’amélioration de la culture des plantes est un domaine en
continuelle évolution dont I’objectif principal est de nourrir la planete. Pour répondre a ces
nouvelles exigences, les agriculteurs doivent se tourner vers I’exploitation et la rentabilisation
des ressources naturelles par le biais de pratiques agricoles combinant la performance et la

protection des cultures & un moindre codt écologique (Benhamou, 2012).

Cependant, il s’est avéré que I’utilisation des souches bactériennes promotrices de la
croissance des plantes (PGPR) est tres intéressante. Ceci est di d’une part a leur capacité a
réduire et a produire des ressources (azote, phosphore et minéraux essentiels), a la modulation
des niveaux d’hormones végétales (Munees et Mulugeta, 2014), ou a I’induction de systemes
de résistance et production des sidérophores phytoprotectrices (kirdi, 2011).

Dans ce contexte, le travail est scindé en plusieurs parties :
- Une étude bibliographique qui rassemble des données sur la rhizosphere, les rhizobactéries
promotrices de la croissance des plantes ainsi qu’un apergu sur la culture du blé dur (Triticum

durum).

- La description du matériel et des méthodes employées pour isoler et caractériser les
rhizobactéries. L’identification de ces bactéries est faite en se basent sur [I’étude
morphologique et biochimique et a travers différents tests de mise en évidence tels que la
production d’enzymes, la solubilisation de phosphate, ’antibiogramme, 1’inhibition des

phytopathogenes, I'évaluation in vitro de I’effet de I’inoculation du blé et laitue.

- Ensuite, nous exposerons nos résultats avec une discussion relative aux différentes

expérimentations menées.

- Ce travail s’acheve par une conclusion et perspective d’investigation.
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I.1. Rhizosphere
1.1.1. Définition et étymologie
La rhizosphére, un terme qui fat utilisé pour la premiére fois par le microbiologiste
visionnaire Lorenz Hiltner en 1904 (Anton et al., 2008),« rhizo » vient du grec « rhiza »

signifiant racine, « sphére » vient du latin « sfaire » signifiant balle, ballon ou globe.

Elle est définie comme étant un micro-milieu ou se développent les racines. Ces
dernieres et par des interactions spécifiques avec le sol, la plante et les microorganismes
telluriques, créent une niche écologique (Figure 01).

Figure 01 : Photographies représentant le sol rhizospherique (Mai, 2022).

D’autre part, la rhizosphére désigne la zone du sol dans laquelle la microflore tellurique
est soumise aux influences des racines (Garbaye, 2013). Dans ce milieu, les interactions de
divers processus physico-chimiques induits par 1’activité racinaire, éveillent et stimule les

différentes activités microbiennes.

La rhizosphere peut étre divisée en trois zones distinctes (Figure 02) (Schroder et
Hartmann, 2003) :

- L’endorhizosphére (intérieur de la racine) ;
- Lerhizoplan (surface racinaire) ;

- L’ectorhizosphére ou le sol rhizosphérique (sol lié & la racine).
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Figure 02 : Représentation schématique d’une zone rhizosphérique et ses principaux

composants (Lepinay, 2015).

1.1.2. Caractéristiques du sol rhizospherique
La richesse de la rhizosphére en nutriments la rend nettement différente des autres parties
du sol. Cette différence est le résultat de plusieurs échanges entre le sol et la plante
(Courchesne et al., 2001). Elle se caractérise par :

- SonpH;

- Son potentiel d’oxydoréduction ;

- Son flux d’eau vers les racines ;

- L’abondance et la composition de la matiere organique ;

- Sa forte activité biologique qui se traduit par une teneur élevée en COa.
1.1.3. Réle de la rhizosphere

Les divers intéréts de la rhizosphére se résument comme suit :

- La lutte contre I'érosion, le gel et les incendies ;

- Elle est le siége des processus de phytoremédiation (Maalem et Sansri, 2014) ;

- Elle contribue a la modification des propriétés biologiques, I’activité microbienne, la
fertilité et la qualité du sol ;

- La rhizospheére est un habitat favorable a la stimulation de la croissance et I’activité
des bactéries telluriques grace a sa richesse en nutriments ;

- En lien avec la nature des exsudats racinaires, la rhizosphére joue un réle primordial
dans la régulation de la santé et la nutrition des plantes (Hinsinger et al., 2005) ;
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- La synthése de phosphatase dans la rhizosphere augmente la disponibilité du
phosphore assimilable pour les plantes (Hinsinger et al., 2005) ;

- La rhizosphére est un site réducteur ou se développe une activité dénitrifiante,
réduisant I’ion nitrate en oxyde d’azote, voir en ammoniaque, grace a la richesse de
cette zone en gaz carbonique et sa pauvreté en oxygene (Gobat et al., 2003) ;

- Elle est le lieu privilégié d’échanges de maticre et d’énergie entre les microorganismes
et les végétaux qui se traduisent par la libération de composés organique, 1’absorption
d’eau et d’ions, la synthése de multiples métabolites microbiennes (Gobat et al.,
2003).

1.1.4. Microflore rhizospherique
Le sol est une véritable usine de la vie ayant une variété de microflore. Il est constitué de
cing composants majeurs : la fraction minérale, matiere organique, eau, air et organismes

vivants.

Environ un milliard de micro-organismes spécifiques (bactéries, champignons, algues et
protozoaires) sont abrités dans 1g de sol (Figure 03), pouvant étre libres ou étroitement
associés aux racines. N’ayant pas une répartition aléatoire, on distingue les micro-organismes

symbiotiques et non symbiotiques.

Leur capacité¢ a s’établir au sein de la rhizosphére se détermine par les facteurs
physico-chimiques et la teneur en nutriments (Lugtenberg et al., 2013). La rhizosphere
marque la présence de plusieurs bactéries parmi lesquelles on peut citer les PGPR, groupe des
Pseudomonas, Bacillus (Malek, 2015) et certains champignons dont : Fusarium, Aspergillus,
Pénicillium et le genre Trichoderma qui est le plus important. Ces derniers peuvent établir
une association symbiotique avec les racines permettant a la plante de capter différents

éléments nutritionnelles tels que le phosphore.
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Les espéces animales du sol
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Figure 03 : Schéma représentatif de la diversité biologique du sol (Gobat et al., 2010).

1.1.5. Facteurs favorisant la flore de la rhizosphere
- L'aération: la majorité des microorganismes utiles sont aérobies ;
- L'humidité: Elle doit étre en moyenne de 18 a 20 % ;
- Latempérature : activité nulle a 0°C ; Moyenne entre 10 et 15°C, Optimale a 30°C ;
- Le pH (optimum de 6 a 7,5): voisin de la neutralité. L ’acidité du pH détruit la flore ;
- La presence de calcium échangeable ;
- La quantité de matieres organiques: un apport stimule la flore du sol mais un exces

peut étre un signe de mauvaise décomposition ;

La présence de la faune.
1.2. Rhizodéposition et I’effet rhizospheérique
D’aprés la bibliographie, le sol pres des racines difféere du sol global (Gregory et
Hinsinger, 1999). A ce niveau, les conditions physico-chimiques et biologiques sont
modifiées par les racines, un effet qui s’explique par I’absorption et I’excrétion des éléments

minéraux et par les composés organiques. C’est la rhizodéposition.

La rhizodéposition a été définie pour la premiere fois par Whipps et Lynch (1985),
comme toute matiere perdue des racines des plantes. Les rhizodépdts sont constitués
principalement de composés carboneés et azotés sécrétés par les plantes y compris des produits
photosynthétiques (Tableau 1). Un flux important de carbone libéré est utilisé par les
microorganismes hétérotrophes du sol comme source d’énergie et d’éléments nutritifs afin de

stimuler leur croissance.
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Tableau 1 : Les différents constituants de rhizodépots selon leur composition biochimique et
mode de libération.

Les constituants de e
A Définition
rhizodépots
Des petites molécules hydrosolubles secrétées passivement par les racines
Les exsudats vers la solution du sol. 1ls sont composeés principalement de sucres, acides

aminés, vitamines, régulateurs de croissance, enzymes et nucléotides.
Les secrétions Composes de poids moléculaire variable, libérés par transport actif.

Des produits venant de la destruction des poils absorbants et des cellules
périphériques de la racine.

Composes de haut poids moléculaire, libérés par les cellules au niveau de
I’extrémité de la racine.

Un matériel gélatineux, de débris racinaires, bactériens et de particules
minérales.

Les lysats
Les mucilages

Le mucigel

1.3. Facteurs déterminant la richesse et ’activité de la rhizosphére

La plupart des études menées sur la richesse du sol ont révélées que sa diversité peut étre

altérée par:
+ Facteurs abiotiques

Plusieurs facteurs abiotiques affectent la diversité bactérienne tellurique. Les conditions
climatiques, notamment la température, I'humidité, radiation solaire, teneur en COx,
contrblent la biomasse et la structure des communautés microbiennes dans la rhizosphere
(Zhou et al., 2014).

Selon Tian et al. (2013) le type du sol et ses parametres physico-chimiques (pH,
disponibilité en nutriments, solubilit¢ des métaux et le contenu en carbone, I’humidité et la
salinité) influencent la composition du microbiote de la rhizosphere.

+ Facteurs biotiques
Les rhizodépdts jouent un réle structurant majeur des communautés microbiennes a
proximité des racines. Les exsudats racinaires peuvent en modifier le microbiome (Badri et
al., 2013).

Les signaux rhizospheriques influent sur I'expression génique « épigénétique ». Ils sont
souvent « phytobénéfiques » en améliorant 1’architecture, la croissance et le fonctionnement
du systéme racinaire. Le génotype de la plante a une influence importante sur la composition

de la communauté microbienne de la rhizosphére (Koranda et al., 2011).
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I.4. Interactions microbiennes dans la rhizosphére
Selon Ghitri (2018), la rhizosphere est 1’habitat de diverses interactions entre les racines
des plantes, les microorganismes et le sol. Ces interactions peuvent étre négatives
(compétition) ou positives (commensalisme, synergie et mutualisme), ou positives pour 1'une

et négatives pour I’autre population (parasitisme).

1.4.1. Commensalisme
C’est une interaction durable entre deux especes dont 'une tire un bénéfice de cette

association sans nuire a [’autre.

1.4.2. Mutualisme
Est une relation mutuellement avantageuse entre deux ou plusieurs espéces, dans

laquelle les organismes impliqués tirent tous les deux profits de cette association.

1.4.3. Antagonisme
C’est une inhibition d’un microorganisme par un autre. Il se manifeste soit par une
compétition, un hyperparasitisme, une production de sidérophores ou par une antibiose

(Djellout et al., 2019).

1.4.3.1. Hyperparasitisme
C’est lorsque un microorganisme (parasite) tire un profit en se nourrissant, s’abritant ou
en se reproduisant aux dépens d’un hote. La rhizosphére constitue un milieu favorable pour

I’apparition du parasitisme (Benhacene et al., 2016).

1.4.3.2. Compétition
Biologiquement, c’est une interaction entre des individus d’une méme espéce ou
d’espéces différentes qui rentrent en compétition pour ’accés aux ressources limitées du

milieu. Il existe deux types de compétition : intra-spécifique et inter-spécifique.

1.4.4. Symbiose
C’est une interaction bénéfique dans laquelle deux partenaires ne peuvent pas exister 1’un
sans ’autre. Le fonctionnement de symbiose repose sur ’interaction étroite entre les trois

composantes qui sont le sol, les microorganismes telluriques et la plante.

1.5. Concept de gestion de la rhizosphére
La gestion de la rhizosphére dans I’objectif d’un développement durable du systéme

plante- sol peut étre I'un des moyens d’optimiser I’utilisation efficace des ressources du
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sol dans divers systémes de culture.

A Tinterface sol-racine, la manipulation des processus biologiques, chimiques et
physiques est incluse favorisant la croissance de la qualité végétale, c’est le concept de
gestion. Les micro-organismes rendent disponibles dans la solution du sol des éléments
nutritifs tels que le fer, le calcium, le phosphore sous leurs formes minérales et organiques
assimilable par les plantes.

Ce processus engloberait des actions sur le systéeme racinaire, la biodisponibilité et la
localisation des nutriments, I’intensification des processus de la rhizosphére (Zhang et al.,
2010). L’impact chimique, physique et biologique de la rhizosphére augmente avec le
développement du systéme racinaire. Sans racine, il n’y a pas de rhizosphére ni de

rhizodéposition comme carburant pour I’activité racinaire (Hodge et al., 2009).

1.6. Méthodes d*étude de I'activité et la diversité fonctionnelle dans la rhizosphére
L’¢étude du microbiote de la rhizosphere peut étre réalisée par différentes techniques :

techniques traditionnelles basée sur des tests biochimiques ou la culture microbienne.

Cependant, seul un faible pourcentage de microorganismes présents dans les sols
peuvent étre cultives et plus récemment des méthodes moléculaires ont étés développées a
base d’ADN ou d’ARN permettant d’accéder a la totalité des organismes présents dans le sol

rhizospheérique.

1.6.1. Méthodes culturales
L’approche classique permet I’étude d'un échantillon issu d'un environnement microbien,
ce qui implique I’isolement des microorganismes, les cultiver dans des boites de Pétri, étudier
leurs propriétés par des cultures au laboratoire en se basant sur des tests biochimiques et sur
I'analyse du taux de croissance bactérienne. Actuellement, la mesure de l'activité enzymatique

constitue un parametre largement utilisé dans la détermination de la diversité microbienne.

Cependant, 99% des microorganismes de I'environnement ne sont pas cultivables dans
les conditions de laboratoire. Par conséquent, les méthodes culturales ne peuvent ouvrir

qu’une petite fenétre sur la diversité microbienne des sols.

1.6.2. Méthodes moléculaires
L’arrivée des méthodes de biologie moléculaire, notamment celles liées a la
caractérisation génomique, a fourni un instrument qui élargit le champ des recherches visant a

identifier des microorganismes, parfois méme in situ, et a estimer leur diversité génétique et
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fonctionnelle (Amann et al., 1995). Ces méthodes prennent en compte les propriétés
génomiques des bactéries et principalement le rapport des bases azotées (guanine, cytosine,

adénine, thymine) dans la séquence d’ADN et la similarité¢ de séquences d'ADN obtenue par

la technique d'hybridation ADN-ADN (Oren, 2004).

La fusion de la biologie moléculaire et la bioinformatique a facilité 1’étude de la diversité
microbienne et de développer une taxonomie basée sur la phylogénie moléculaire permettant
I’établissement d’arbres phylogénétiques bactériens en comparant les séquences de géne
orthologue présents dans les especes étudiées. En 1987, Woese a proposé I’utilisation du géne
de I’ARN ribosomique 16S comme marqueur phylogénétique.

Selon la méme source, les ADNTr étaient considérés comme une horloge moléculaire car
en evoluant plus lentement que le reste du génome, ils permettent de fournir des indications

sur I’évolution des populations.
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I1.1. Les rhizobactéries
11.1.1. Définition
Les rhizobactéries sont regroupées sous le terme « PGPR » qui désigne les bactéries
ayant D’aptitude a coloniser la rhizosphére. Celles-ci exercent un effet bénéfique sur la
croissance et le développement des plantes par plusieurs moyens selon leur position
stratégique a l’interface sol-racine (Orozco et al., 2021). Divers genres bactériens ont été

identifiés comme PGPR : Pseudomonas, Bacillus, Rhizobium, Azospirillum, Azotobacter.

11.1.2. ROle des PGPR
Il est approuvé que certaines souches de PGPR aient un impact positif sur la croissance
des plantes ainsi que sur l’augmentation du rendement de la culture par multiples

mécanismes.

11.1.2.1. Resistance aux pathogénes du sol
Lorsque les PGPR s’atténuent ou préviennent les effets déléteres d'un ou plusieurs
organismes phytopathogenes, la croissance des plantes se produit. Cela peut se faire en
synthétisant des substances antagonistes ou en induisant une résistance aux agents pathogeénes
(Beneduzi et al., 2012).

11.1.2.2. Croissance racinaire
Certains PGPR fournissent a la plante des composés comme les phytohormones et les

cytokinines, ce qui lui permet de développer un systeme racinaire.

11.2. Différents genres de PGPR
11.2.1. Bacillus
Les Bacillus sont des bactéries a Gram positif trés répandues dans la nature, appartenant

a la famille des Bacillaceae, I’ordre des Bacillales, la classe des Bacilli. Leur habitat principal
est le sol ou ils jouent un role dans les cycles du carbone et de 1’azote. Ces espéces ont
également été utilisées pour préparer des produits médicinaux, industriels et agricoles
(Lyngwi et Joshi, 2014). Elles sont potentiellement utiles comme agents de lutte biologique,
stimulent la croissance des plantes en formant des biofilms au niveau des racines ce qui
augmente leur croissance. L'application d'engrais a base de Bacillus au sol peut améliorer les
formes de nutriments disponibles pour les plantes dans la rhizosphére, contrdler la croissance
microbienne pathogéne et induire des systéemes de défense contre les ravageurs (Garcia et al.,
2015).
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11.2.2. Pseudomonas

Les Pseudomonas appartiennent a la famille des Pseudomonadaceae, 1’ordre des
Pseudomonales. Ce sont des bactéries mobiles aérobies ubiquistes & Gram négatif avec une
forme droite ou légérement courbée, capables d’utiliser de nombreux substrats hydrocarbonés
comme source de carbone et d’énergie. Elles ont également une capacité élevée a coloniser la
rhizosphere les rendant ainsi comme étant les meilleurs candidats PGPR (Saharan et Nehra,
2011). Certains genres de Pseudomonas sont capables d’induire une résistance systémique
chez la plante, ce qui engendre une protection contre un grand nombre d’agents pathogenes

fongiques et bactériens.

11.2.3. Rhizobia
Les rhizobias sont des bactéries aérobies du sol, appartenant a la famille des
rhizobiaceae. Ce sont des Gram négatives possédant une forme de batonnet et non sporulant.
Elles ont la faculté d’établir une symbiose fixatrice d’azote avec des légumineuses et
contribuent a I’amélioration de la disponibilité des phosphates pour la plante par mobilisation

des formes organiques et inorganiques (Sahran et Nehra, 2011).

11.2.4. Les Actinomycetes
Les Actinomycétes sont reconnus comme des organismes procaryotes a Gram positives,
elles été considérés comme un groupe intermédiaire entre les bactéries et champignon
(Dommergues et Mangenot, 1970). Appartenant a la flore du sol, sont généralement aérobies

a métabolisme oxydatif, plus rarement anaérobies a métabolisme fermentatif.

En raison de leur role dans la fertilisation des sols, la décomposition des matiéeres
organiques, et la synthese de composés complexes comme les antibiotiques, vitamines et les
stérols, les actinomycetes sont désormais actifs, bénéfiques et importantes (Duhoux et Nicole,
2004).

11.3. Mécanismes impliqués dans la stimulation de la croissances des plantes par PGPR

Les PGPR interviennent sur la croissance des plantes selon plusieurs mécanismes, de
maniére direct ou indirect, qui peuvent se produire simultanément ou séquentiellement
(Figure 04) (Beauchamp, 2021).
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Figure 04 : Les interventions des PGPR sur la croissance des plantes (Glick, 2012).
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11.3.1. Effets directs
11.3.1.1. Solubilisation du phosphate
Le phosphore c’est un élément nutritif indispensable a la croissance des plantes,
il favorise le deéveloppement du systeme racinaire et régularise la mise a fleurs, le
développement et la maturation des fruits. Il permet un développement harmonieux de

la plante.

Dans le sol, le phosphore a une tres faible mobilité ce qui le rend facilement adsorbé. Le
prélevement du phosphore par les racines des plantes n'a lieu que sous forme d'ions
orthophosphates PO4% qui est sa forme assimilable, et cela ne se fait que par I’intervention des
bactéries solubilisatrices de phosphate (PSB) de la rhizosphere, qui ont la capacité de
solubiliser le phosphore organique ou inorganique par la libération d'acides organiques
(Figure 05) (Govind et al., 2015).
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Figure 05 : Mécanismes de solubilisation des phosphates inorganiques et organiques (Prabhu
et al., 2019).

11.3.1.2. Fixation de I’azote

La fixation biologique de l'azote atmosphérique est un élément crucial des activités
microbiennes dans I’environnement, qui participe au maintien de la vie sur terre. Ce processus
se produit lorsque l'azote atmospheérique est converti en ammoniac par les nitrogénases
microbiennes. Certains PGPR ont la capacité de convertir 1’azote atmosphérique en azote
utilisable par les plantes. La fixation de I’azote par les PGPR se fait soit d’une fagon
symbiotique a travers une relation mutualiste intime entre une bactérie et une plante
nodulante, soit non symbiotique par des microorganismes vivant librement dans le sol (les

bactéries diazotrophes) (Govindasmy et al., 2010).

11.3.1.3. Solubilisation de potassium

Le potassium est le nutriment le plus important qui joue un réle primordiale dans la
croissance, le métabolisme et le développement des plantes, et leur confere une résistance aux
maladies nuisibles et les stress abiotiques (Hussain et al., 2016 ). Il existe sous forme de
roches insolubles et de minéraux de silicate dans le sol, ¢’est pourquoi I’intervention des
microorganismes solubilisant le potassium présent dans le sol peut fournir une solution

alternative pour rendre le potassium disponible assimilable par les plantes.

11.3.1.4. Production des métabolites stimulant la croissance des plantes

11.3.1.4.1. Production des phytohormones

Les phytohormones sont des petites molécules de signale, qui jouent un réle primordial
dans la régulation de la croissance des plantes présentes en tres faible concentration
(Mezaache, 2012). Les PGPR produisent des phytohormones telles que I'AlA, les cytokines,

les gibbérellines et I'éthyléne qui peuvent affecter la prolifération cellulaire dans les structures
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racinaires par la surproduction des racines latérales et des racines avec un accroissement
subséquent de l'apport d'éléments nutritifs et d'eau (Arora, 2013).
% Acide indole-3-acétique (1IAA)

L’TAA est I'une des auxines les plus étudiées et les plus produites par les PGPR. Ses
principales fonctions sont la division cellulaire, I'élongation, la différenciation et I'extension.
Ils peuvent étre utilisées pour stimuler les mécanismes de défense de la plante (Spaepen et al.,
2007).

% Aminocyclopropane-1-carboxylate (ACC) désaminase

Ces dernieres années, un nouveau mécanisme favorisant la croissance des plantes
impliquant I'éthyléne a été proposé (Burdman et al., 2000). Certains PGPR produisent de
'ACC désaminase, une enzyme qui pourrait cliver I'ACC, le précurseur immédiat de
I'éthyléne dans la voie de biosynthése de I'éthyléne chez les plantes. L'activité de I'ACC
désaminase réduit la production d'éthylene et favorise I'allongement des racines. Par
conséquent, les PGPR qui produisent cette enzyme atténuera les multiples stress des plantes
causés par des infections, l'absorption de métaux lourds, la salinité élevée et méme la
sécheresse (Glick et al., 1998).

Le role de ’ACC désaminase chez les PGPR est actucllement bien établi. Les PGPR
s’attachent aux racines et métabolisent les exsudats racinaires tels que le tryptophane et le
transforment en auxines particuliecrement en AIA. Cet AIA rhizobactérien ainsi que 1’AIA
endogene de la plante peuvent induire I’activité de 1’ACC-synthase qui produit de ’ACC
(Penrose et Glick, 2001).

% Cytokinines
Les cytokinines sont une classe de phytohormones, qui agissent comme des facteurs de

croissance, principalement produites dans les racines puis transportées dans toute la plante.

11.3.2. Effets indirects
11.3.2.1. Compétition
Aux alentours des racines, les micro-organismes sont en concurrence pour l’acces aux
éléments nutritifs (le carbone ou le fer), l'espace, et d’autres facteurs environnementaux. Les
PGPR se caractérisent par leurs capacités a synthétiser les sidérophores, ces molécules
permettent de piéger le fer dans des complexes que les agents pathogenes du sol ne sont pas

capables d’utiliser.
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Dans certains cas, la diminution des maladies phytopathogénes peut étre lice a la
colonisation vitale des racines par les PGPR, ce qui réduit le nombre d'habitats des
pathogeénes et donc leur croissance, certaines souches de Pseudomonas sont dotées d’une
capacité agressive a coloniser les racines des plantes (Cherif, 2014).

11.3.2.2. Induction de la résistance systemique

De nombreux PGPR conférent a la plante un certains degrés de protection contre les
agents pathogenes (virus, bactéries, champignons, insectes) via la stimulation de mécanismes
de défense systémique. Ce phénomeéne est appelée la résistance systémique induite (RSI), et
il peut étre divisé en trois étapes principales (Figure 06) :

= Cette immunité s’initie suite a la perception par la plante de molécule bactériennes
responsables du phénomene d’¢élicitation ;

= La transmission du signal necessaire pour la systématisation du phénomene dans la
plante ;

= L’expression des mécanismes de défense qui vont limiter et inhiber la pénétration de
pathogene dans les tissus de I’hote végétal.

Des bactéries telles que Acinetobacter, Pseudomonas, Staphylococcus, Bacillus et
Enterobacter, sont capables d’induire une résistance des plantes vis-a-vis des organismes
pathogenes comme Fusarium solani, Pythium ultimum, Alternaria alternata, Botrytis cinerea,
etc. (Romera et al., 2019). L’implication des PGPR dans la résistance systémique induite a été

démontrée chez plusieurs plantes contre plusieurs agents pathogenes.

A. Elicitation B. Transmission du signal C. Défenses renforcées : Résistance
S . s
I % r Q " Résistance
Py~ | 7AMD 3
N\ || |

¢ :

: -y L 400

’ Signal 4 > Z )

systémique
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4 . A | »
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Figure 06 : Résistance systémique induite chez les plantes par des rhizobactéries (Jordan et
al., 2008).
11.4. Compétence rhizosphérique et colonisation des racines par les PGPR
Une des propriétés intéressantes des PGPR réside dans leur compétence rhizosphérique,
qui correspond a leur capacité a coloniser la rhizospheére, en particulier les surfaces racinaires

pendant une période considérable en présence ou non d’une microflore existante. Diverses
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études antérieures, ont permis de faire la constations que les PGPR colonisent la rhizosphere,
la surface racinaire (rhizoplan) de la plante hote ou se trouvent des molécules exsudées par la
plante (sucres, AA, acides organiques, vitamines et mucilage) nécessaires a leur
développement (Bais et al., 2006). Les PGPR peuvent coloniser et se rencontrer dans des
zones riches en ces macromolécules, principalement dans la zone d’émergence des racines
secondaires, la zone pilifére, la zone d’élongation, 1’apex racinaire et leurs portions de sol
associés. A ces endroits, les PGPR sont attirées chimiotactiquement par des sources nutritive

puis se fixent a la surfaces des racines via des poils bactériens et de pectines.

I1.5. Potentiel biotechnologique

Utilisées comme outils pour améliorer la croissance des plantes, les PGPR ont plusieurs
avantages pratiques: elles sont réparties sur les sept continents, ne sont pas limitées
phylogénétiquement (au moins cing phyla et 24 genres), et la plupart d'entre elles présentent
une faible spécificité a I'hote (Rubin et al., 2017).

Ces rhizobactéries améliorent le développement des systémes racinaires, I’augmentation
de la capacité d’absorption de I’eau et les ¢léments nutritifs. Elles renforcent les capacités
défensives des plantes contre les maladies. Elles influencent positivement la levée des graines
et améliorent le rendement des cultures.

Les PGPR offrent des applications intéressantes en agriculture comme la biofertilisation
et la lutte biologique par les biopesticides, ainsi que des applications en phytoremédiation et

d’autres applications environnementales (Tableau I1).

Tableau Il : Les différentes formes des PGPR et leurs actions (Martinez-Viveros et al., 2010)

Les formes des | Definitions Mécanismes d’action
PGPR
Biofertilisants Une substance contenant des - Fixation biologique d’azote.

microorganismes vivants, qui promeuvent | -Utilisation du phosphore
la croissance des plantes en augmentant insoluble.
le nombre des éléments fertilisants de la

plante hote.
Phytobénéfiques | Micro-organisme, capable de produire -Production des phytohormones.
des phytohormones.
Biopesticides Micro-organismes qui favorisent la -Production d’antibiotiques.
croissance des plantes en contrdlant les -Production d’enzymes
agents phytopathogeénes. hydrolytiques.
-Résistance systémique acquise
et induite.
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Chapitre 111 Apercu bibliographique sur le blé dur (Triticum durum)

I11.1. Données sur le blé
I11.1.1. Origine du blé

Le blé est I'une des céréales les plus anciennes dont le grain sert a I’alimentation
humaine (pain, semoule, pates, biscuits) qui appartient a la famille botanique des graminées
ou Poacées. Cette plante annuelle a été domestiquée au Proche-Orient, espace connu sous le
nom du « Croissant fertile » ou les terres sont cultivables grace a un climat suffisamment
pluvieux. 1l couvre I'lsragl moderne, I'lrak, la Palestine, la Syrie, le Liban, I'Egypte, la
Jordanie, la périphérie de la Turquie et I'lran, et il s’est propagé vers le Nord-Ouest par les
plaines cotieres du bassin méditerranéen et au travers des Balkans (Omari et Tahri, 2021).

I11.1.2. Classification systématique
Comme les autres céréales, le blé est une plante monocotylédone appartenant a l'ordre

des Poales et a la famille des Poaceae.

Selon Feillet (2000), la position systématique du blé dur est la suivante :

Regne Plantae
Embranchement Spermatophyta
Sous-embranchement Angiospermae
Classe Monocotylédones
Ordre Poales
Famille Poaceae
Genre Triticum
Espéces Triticum durum (blé dur)

111.1.3. Caracteres morphologiques du blé
Le blé est une espéce de plante herbacée caractérisée par des criteres morphologiques
particuliers. Sa hauteur moyenne peut atteindre jusqu'a 1,5 m selon les variétés. Pour une
description détaillée de la plante, il y’a nécessité de décrire chaque organe constituant le blé
(Figure 07). Le systeme racinaire comprend des racines séminales produites par la plantule
lors de la levée, et des racines adventives qui se forment plus tard a partir des nceuds a la base

de la plante et constituent le systeme racinaire permanent (Boulal et al., 2007).

L’épi est issu du bourgeon terminal du plateau de tallage lorsque le développement de la

tige est terminé. Celui-ci apparait enveloppé dans la derniere feuille.
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La tige est cylindrique, généralement creuse et subdivisée en entre-nceuds a partir
desquelles se differencient les feuilles. Elle se présente comme des tubes cannelés, avec de
longs et nombreux faisceaux conducteurs de séve.

Les feuilles sont alternées, rubanées, engainantes et peuvent atteindre 30cm?2. Elles se
composent d une gaine entourant la tige et un limbe qui se déploie lorsque la feuille atteint sa
taille adulte.

Les épillets représentent des petits groupes de fleurs insérées sur ’axe de I’épi. Chaque
fleur est dépourvue de pétales, protégees par des glumelles et des glumillules. Aprés la
fécondation, la fleur donne naissance a un fruit unique, le caryopse ou grain (Hacini, 2014).

Le fruit, le grain appelé également caryopse, est a la fois le fruit et la graine. Il est de
forme ovoide et comprends deux faces : une dorsale un peu bombée et une ventrale plane. Le
caryopse est constitué de 03 parties : les enveloppes, l'alboumen ou amande, I'embryon ou
germe. Sa couleur varie entre le blanc et le roux selon les conditions climatiques,

pédologiques et culturales (Hacini, 2014).

Inflorescence (type panicule)

Epillet
Fleurons —

AN

| Hampe florale

Nouvelle feuille

Feuille adulte

Feuille
Hotla> Feuille
Oreillette Méristéme intercalaire
Gaines

Entrenceud (chaume
Neoesud
Talle

(pousse veégétative)

Plantes filles
(talles)

Stolon

Necoeud
Entrencsud

Collet

Feuille

sénescente Rhizome

Necoeud

Racines adventives Entrenceud

Figure 07 : Morphologie du blé (Sadouki, 2018).

111.1.4. Importance du blé dur
Le blé dur est une base de I’alimentation considérée comme source majeure d’énergie et

de protéines végétales. Il sert a la production de pates alimentaires, du couscous, le pain, le
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frik, et divers gateaux (Agrichem, 2016). Au-dela de ses valeurs nutritionnelles, le blé
possede des vertus médicinales. Par conséquent, cette plante est recommandée pour améliorer
le transit intestinal, traiter la gastro-entérite, le rhume et la toux et il est utile contre
le cholestérol en vue de la présence du phytostérols dans sa composition. La consommation
quotidienne du son de blé prévient certains cancers.
I11.2. Principales maladies du blé

Comme toutes les céréales, le blé peut étre affecté par plusieurs maladies dont les
maladies cryptogamiques pouvant entrainer de grandes pertes de production (Ezzahiri, 2017)
(Tableau I11).

Tableau 111 : Principales maladies du blé (Ezzahiri, 2017).
Maladies facteurs favorisant Description de la maladie
son développement
-T°>15°C: - C’est une maladie foliair ;
- Vent ; -Elle est causée par
-Alternance d’humidité | Pyrenophoratritici-repentis ;
et de sécheresse. - Ses symptdmes

apparaissent principalement
sur les feuilles.

-T°>15°C; - Est une maladie fongique ;
-Climat humide ; - Elle affecte la qualité du grain
-Episodes pluvieux. et son rendement.

-Causée par deux genres de
champignons:  Fusarium et
Microdochium.

-T°comprises entre | - Une maladie cryptogamique ;
15°C et 22°C ; -Elle affecte les feuilles, les
-Une humidité relative | tiges et grains du blé.

de 100 %. -Puccinia triticina est le

-Le vent sec. champignon responsable de

cette maladie.

-T°=15°C; -Causée par Blumeria
-Humidité > 95 % ; graminis ;
-Les  conditions de | -Se manifeste par des pustules
sécheresse. blanches qui se développent
PR sur les feuilles, les tiges et les
' L ull}ﬂ‘ 'S,‘ éplS
L'oidium du blé
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I11.3. Relations plante-pathogéne
Dans I’environnement, les plantes sont associées aux micro-organismes qui constituent
leur microbiote, dont certains nuisent gravement aux récoltes (bactéries, champignons, virus,
etc). Tandis que d’autres améliorent leur santé (nutrition, résistance aux maladies). Par
conséquent les plantes mettent en place des mécanismes efficaces qui contrélent leurs
expositions aux agents pathogenes. A cet égard, on distingue deux types de relation
(Lepoivre, 2003) :

+ Relation non-hote

C’est I'immunité d’une plante entiére exprimée contre toutes les variantes génétiques de
I’agent pathogene. Elle se manifeste par I’incapacité des microorganismes potentiellement
pathogene a infecter la plante. Cette résistance est due a ’absence des ¢léments nécessaires a

la colonisation efficace par I’agent pathogéne (Lepoivre, 2003).

+ Relation hote

L’évolution d’une maladie ainsi que ses symptomes sont étroitement liés aux relations
qui s’établissent entre la plante et ’agent pathogéne. Ce n’est qu’apres cette reconnaissance
que s’engagent les processus actifs de résistance ou de sensibilité, d’incompatibilité¢ ou de

comptabilité (Lepoivre, 2003).

> La relation est dite hdte incompatible, lorsque les plantes répondent rapidement a la
tentative d’invasion et sont épargnées. Elles sont résistantes.

> La relation est dite hote compatible, lorsque ’agent pathogéne ne réveille pas les
mécanismes de défense de la plante, il s’y installe pour s’y développer, la plante est

alors dite sensible.

111.4. Moyens de lutte
La lutte contre les maladies cryptogamiques du blé vise a minimiser et retarder le
développement des maladies. En général, elle peut se faire par plusieurs voies : biologique,
chimique ou culturale, mais il est préférable d’intégrer ces différentes méthodes dans un seul

programme, ce qui reviendra moins cher pour I’agriculteur (Eyal, 1999).

111.4.1. Lutte biologique
La lutte biologique est apparue vers le début du XXe siécle pour protéger les cultures
des agents pathogénes. Elle désigne toute forme d’utilisation d’organismes Vvivants

inoffensifs, I’inoculation de microorganismes bénéfiques ou de leurs sous-produits, ou
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I’extraits de plantes afin d’éliminer et limiter la nocivité des divers ravageurs des cultures
(rongeurs, insectes, nématodes, agents des maladies) (Lydie, 2010). Une lutte biologique
réussie en nécessite 1’application d’un agent de biocontrole efficace doté d’une capacité a

coloniser et s’installer dans le milieu rhizosphérique des plantes (Singh et al., 2003).

= Auxiliaires utilisés en lutte biologique et leur mode d’action

Un auxiliaire a la méme signification qu'un antagoniste ou ennemi naturel. Plusieurs
organismes peuvent étre considérés comme des auxiliaires; les micro-organismes, les
prédateurs, les nématodes et les insectes. Ces organismes bénéfiques utilisés en lutte
biologique doivent avoir de bons taux de reproduction, une spécificité, une bonne capacité
d’adaptation et leur cycle de vie doit étre synchronisé a celui des ravageurs (Weeden et al.,
2007).

Parmi les micro-organismes ; les bactéries rhizosphériques sont les meilleurs candidats a
appliquer sous forme de cellules vivantes. Elles exercent une activité antagoniste a travers
différents mécanismes notamment : la compétition, les interactions directes cellule a cellule,
I'antibiose, la dégradation des signaux de quorum sensing (QS) et les effets sur la résistance
de I'h6te (Bojanowski, 2011).

= Aantages et inconvénients de la lutte biologique
D’un point de vue environnemental, social et économique, la lutte biologique présente

de nombreux avantages (Lefort, 2010), mais aussi des lacunes (Tableau 1V).

Tableau IV : Principaux avantages et inconvénients de la lutte biologique (Lefort, 2010).

Avantages Inconvénients

 Haute spécificité contre ’agent pathogene. * Efficacit¢ par rapport aux facteurs

« Efficace (peuvent agir a faible dose). I’environnement (température, pH...).

* Trés sécuritaire pour la santé humaine et * la lutte biologique nécessite une connaissance
I’environnement suite a 1’utilisation approfondie des ravageurs et des auxiliaires.
d’auxiliaire. * coliteux a élever en masse.

* Elle est congue pour réduire la densité des | » la lutte biologique ne convient pas a tous les

populations des ravageurs. ravageurs.

* Rendement a court et & long terme.

diminuant les risques de pollution.

Dégradation rapide des biopesticides, | possible.

* Moins toxique que les pesticides chimiques. | survenir.
* Trés peu de résidus sur les plantes. * le traitement est souvent complexe.
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111.4.2. Lutte chimique
C’est la méthode de lutte la plus utilisée en raison de son efficacité et qui confére aux
plantes une protection contre tout les ravageurs en utilisant les pesticides (fongicides,
insecticides, bactéricides, nématicides et herbicides) (Bolognesi et Merlo, 2011).
= Fongicides
Les fongicides sont des agents congus a détruire, affaiblir ou inhiber le développement
des champignons. lls sont appliqués dans les industries pharmaceutiques, I'agriculture, dans la
protection des semences pendant le stockage et la prévention de la croissance de champignons
qui produisent des toxines (Oliver et Hewitt, 2014).
= Avantages et inconvénients de la lutte chimique
L’utilisation de la lutte chimique contre les ravageurs de culture présente des avantages

ainsi que des inconvénients non négligeables (Tariq et al., 2007) (Tableau V).

Tableau V : Principaux avantages et inconvénients de la lutte chimique (Tariq et al., 2007).

Avantages Inconvénients
* Excellente efficacité. * Le cofit du traitement est €élevé.
* Rapidité. * Non efficace au bout d’un certain temps.
* Les insecticides sont disponibles dans les = * Provoque des problemes de santé.
magasins. *Effets non négligeables sur 1’écosystéme (pollution

importante, disparition de la biodiversité, etc.).

» Ce traitement est largement tributaire des facteurs
climatiques (pluie, etc.).

 Développe une resistance des ravageurs face aux
insecticides.
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I.1. Objectif de I’essai
L’objectif du présent travail consiste a isoler des bactéries promotrices de la croissance
des plantes & partir de la rhizosphére du blé dur en se basant sur leurs caracteres
morphologiques : macroscopiques, microscopiques et biochimiques ; ainsi qu’a 1’évaluation

de leurs capacités a produire des métabolites qui auraient un impact bénéfique sur les plantes.

Ce travail a également porté sur I’étude de leurs capacités antagonistes a I’égard d’un
champignon pathogéne (Alternaria sp). Le dernier essai consiste a estimer 1’effet de
I’inoculation de ses souches rhizosphériques sur la germination des graines du blé et de la
laitue.

Les manipulations ont été réalisées au sein des laboratoires pédagogiques de physico-
chimie et d’analyse microbiologiques, Département des Sciences Biologiques et des Sciences
Agronomiques de 1’Université Mouloud Mammeri de Tizi-Ouzou, durant la période allant du
mois de mai au mois de juillet 2022.

Le diagramme du travail effectué au cours de cette étude est présenté dans la Figure 08.

aﬂantillonnage (sol rhizospheri

Hnalxses physico-chimiques aum alyses microbiologiques
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Figure 08 : Diagramme représentant I’ensemble des étapes expérimentales.
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1.2. Matériel
1.2.1. Produits chimiques et milieux de culture
e Produits chimiques
Les différents produits chimiques utilisés dans ce travail sont cités en Annexe 01.

e Milieux de culture

Pour la partie antibactérienne, les milieux de culture utilisés sont portés en Annexe 02.

1.2.2. Appareillage et outillage
Les appareils utilisés, et les différents outils en rapport avec la verrerie du laboratoire

ainsi que des outils en rapport avec la microbiologie sont présentés en Annexe 03.

1.2.3. Matériel biologique
1.2.3.1. Souches bactériennes
Les souches bactériennes utilisees dans ce travail ont eté isolées a partir du sol
rhizosphérique du blé dur de la région de Boghni. Elles appartiennent a trois genres

bactériens : Bacillus sp. Actinomyces sp. et Pseudomonas sp.

1.2.3.2. Souche fongique
La souche fongique utilisée dans cette étude appartient au genre Alternaria sp. Elle a été
isolée a partir des tomates conservées au refrigérateur, pour tester ’activité antagoniste des

souches bactériennes isolées vis-a-vis de ce champignon.

1.2.4. Matériel végetal
Deux types de graines ont été choisis pour le test de germination: les graines du blé dur
(Triticum durum) connues par leur pouvoir germinatif tres élevé et les graines de laitue

(Lactuca sativa L.) (Annexe 04) pour leur difficulté du semé et de germination.

1.3. Méthodes
1.3.1. Présentation de la parcelle d’étude
La parcelle de prélevement se situe a proximité de 5,5 km de Sud-ouest de la ville de
Boghni. A une altitude de 282 m et une latitude de 36.5483 m. C’est une parcelle d’environ
15ha, labourée et amandée et son précédent cultural a été toujours cultivé avec du blé dur,

I’échantillonnage a été fait a partir du sol rhizosphérique du blé dur a I’aide d’une pioche.
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Figure 09 : Parcelle d’étude (Boghni) (Avril, 2022).

1.3.2. Echantillonage
L’échantillonnage a été réalisé le 29 mai 2022, a partir du sol rhizosphérique du blé
dur. Nos échantillons ont été prélevés a une profondeur de 10 a 15 cm aprés élimination de la
partie superficielle du sol. Aprés prélevement, le sol a été bien broyé et tamisé dans un tamis
de 2 mm. Ensuite les racines ont été découpées, mélangées avec le sol, transportées dans des
sachets stériles, puis conservés a 4°C pour I’analyse (Figure 10 ; 11).

w TEIR N7 WP T 5

A

Figure 10 : Echantillon du plant de blé dur. Figure 11 : Sol rhizospherique prélevé.
1.3.3. Analyses physico-chimiques du sol
Les parametres physico-chimiques du sol influencent la diversité de la communauté
microbienne de la rhizosphere. De ce fait, il était important de déterminer les paramétres du

sol tel que le pH et I’humidité.
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1.3.3.1. pH

Il est déterminé par la méthode potentio-métrique a I’aide d’un pH métre. Pour ce, nous
avons homogenéisé 10 g de sol frais dans 25 mL d’cau distillée. Apres 15 min d’agitation, le
mélange est laissé reposer. Une décantation du sol s’en suit et la mesure du pH du surnageant
est determinée (llyas et al., 2012).

1.3.3.2. Humidité

Une prise d’essai de 50g du sol dans un cristallisoir a été étuvée a 105 °C pendant 24h.
Les échantillons ont été pesés pour déterminer la constance du poids de I’échantillon de sol.

Le calcul de I’humidité selon Ilyas et al. (2012) a été fait suivant la formule suivante :

[ Humidité du sol (%) = poids du sol humide (g) - poids du sol sec (g) X 100/poids du sol ]

1.3.4. Isolement des microorganismes du sol

Dix gramme de sol rhizospherique (racines découpées + sol tamisé) sont dilués dans 90
mL d’eau physiologique stérile sous agitation. Apres filtration, la solution mére obtenue est
divisée en deux parties. L une est portée au bain marie et chauffée a 80°C pendant 10 min afin
d’¢éliminer toute forme végétative de Bacillus (Bouras, 2018). Ensuite, une série de dilutions
décimales ont été réalisées (10a 10%). L autre quantité de la solution mére est soumise a une
série de dilution de 10 a 107 afin de rechercher d’autres souches bactériennes telles que les
Pseudomonas et Actinomyces. 0,1 mL de chacune des dilutions a été prélevé et étalé en
surface sur gélose nutritive a I’aide d’un rateau a titre de 2 répétitions puis les boites sont

incubées a 37°C pendant 24h.

1.3.4.1. Purification des souches bactériennes

Aprés obtention de cultures d’aspect et de couleurs différents dans les boites de Pétri,
nous avons procédé a la purification des souches par la méthode des stries sur gélose nutritive.
Cette étape délicate consiste a prélever chaque colonie présentant un aspect et une couleur
différente et ’ensemencer dans une boite a part puis 'incuber a 37°C pendant 18 a 24h. Cela

est répété plusieurs fois jusqu’a 1’obtention de colonies identiques au sein d’'une méme boite.

1.3.5. Identification des isolats
L’identification des souches isolées a été réalisée en étudiant les caractéres

morphologiques : microscopigque, macroscopique et quelques caracteres biochimiques.
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1.3.5.1. Criteres morphologiques
v' Etude macroscopique
L’étude macroscopique des bactéries est la premiere étude effectuée a partir de
I’isolement aprés incubation. Elle nous a permis de différencier les colonies bactériennes de
celles des moisissures et de réaliser une premiere caractérisation a I' ceil nu en observant: la

forme, la couleur, 1’aspect, et la taille des colonies (Joffin et Leyral, 2006).

v' Etude microscopique

La coloration de Gram est réalisée afin de déterminer le type de Gram de chaque
bactérie.

-Réalisation d’un frottis, par prélevement d'une colonie bactérienne pure, puis 1’étaler
sur une lame contenant une goutte d’eau, sécher et fixer sur la flamme du Bec bunsen.

-Fixation avec du violet de Gentiane pendant une minute. Ringage rapidement a 1’eau
distillée puis traiter pendant une minute par une solution de lugol, et de nouveau laver
rapidement a I’eau distillée. Le frottis est ensuite décoloré avec I’alcool pendant 30 secondes;
laver abondamment a I’eau distillée pour stopper son action, recolorer le frottis avec la

fuchsine pendant une minute, rincer a I’eau distillée et enfin sécher.

L’observation a éeté faite au microscope optique au grossissement 100X avec une goutte

d’huile a immersion (Delarras, 2007).

1.3.5.2. Caractéres biochimiques

v Mise en évidence des pigments
La mise en éevidence de la pyocyanine et la pyoverdine des Pseudomonas sp. a été
réalisée respectivement sur un milieu solide King A et King B, en prélevant des colonies
bien isolées a ’aide d’une pipette Pasteur et I’ensemencées par des stries serrées sur la surface
du milieu. Ces tubes ont été incubés a 37°C pendant 1 a 3 jours. Le développement des
pigments a été révélé par le changement de couleur du milieu, la pyocyanine verdit le milieu

King A, et la pyoverdine jaunit le milieu King B (King et al., 1954).

v Recherche de la catalase
La catalase est une enzyme qui décompose l'eau oxygénée en eau métabolique et

oxygene, selon la réaction suivante : H.0,  E==mp»2H,0+0;.

Ce test a eté révelé en déposant quelques gouttes d’eau oxygénée sur une lame, ensuite a

’aide d’une pipette Pasteur une colonie de chaque souche bactérienne testée a été prélevée et
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mélangée avec les gouttes d’eau oxygénée. La réaction a été immédiate.
Catalase positive se traduit par un dégagement gazeux abondant sous forme de mousse

ou de bulles. S’il n’y a pas de bulles ; le test catalase est négatif (Delarras, 2007).

v" Recherche de I’oxydase

L’oxydase est une enzyme qui intervient a la fin de la chaine d’oxydoréduction en
catalysant une réaction d’oxydoréduction impliquant une molécule d’O> comme accepteur
d’¢électron.

Pour cela un disque d’oxydase est déposé sur une lame, il est imbibé avec une goutte
d’eau physiologique stérile. A I’aide d’une pipette Pasteur, une colonie de chaque souche a
étudier est prélevée et déposée doucement sur le disque.

Le resultat est immédiat ou se fait en quelques secondes. Si une coloration violette
apparait sur le disque, les bactéries sont oxydase positive. Si le disque reste incolore, les
bactéries sont oxydase négative (Delarras, 2007).

v" Nitrate réductase
Certaines bactéries ont la capacité de réduire le nitrate en nitrite, tandis que d’autres
peuvent poursuivre cette réaction jusqu’au stade d’azote gazeux. La premiere et la derniére

réaction sont respectivement catalysées par le nitrate et le nitrite réductase (Delarras, 2007).

Ce test consiste a mettre en évidence la nitrate réductase, en ensemencent a I’aide
d’une pipette Pasteur les isolats bactériens a étudier dans le milieu bouillon nitraté. Les tubes
inoculés sont incubés a 37°C pendant 24h, on rajoute ensuite 3 gouttes du réactif NR1 et 3

gouttes du réactif NR2. Apres agitation des tubes, les résultats probables seront les suivants :

-Apparition d’une couleur rouge : les nitrates sont présents et la bactérie possede une nitrate-
réductase.

-La couleur du milieu ne change pas : on ajoute la poudre du Zinc. Si le milieu devient rouge,
cela indigue que les nitrates sont encore présents dans le milieu et sont réduits en nitrites par
le zinc, donc le test est négatif. Si le milieu reste inchangé cela veut dire que les nitrates sont
réduits par les bactéries jusqu’au stade azote gazeux (N2), donc la souche posséde la Nitrate

réductase.

v" Recherche de I’uréase
L'uréase est I'enzyme responsable de I’hydrolyse de I'urée en NH3s et CO», sa recherche

s’effectue sur le milieu urée-indole (Christensen, 1946).
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Trois tubes contenant le milieu urée-indole ont été richement ensemencés par des
cultures jeunes des souches bactériennes a tester a 1’aide d’une anse de platine puis agités et
incubés a 30°C.

La lecture s’est faite apres 24h et s’est poursuivie pendant une semaine d’incubation. Si

la souche posséde une uréase, la production de NHs fait virer I’indicateur au rouge violacé.

1.3.6. Activité enzymatique
1.3.6.1. Recherche de la lécithinase
La recherche d’une lécithinase a été faite sur une gélose au jaune d’ceuf a 10% (Annexe
05), une boite de Pétri contenant la gélose au jaune d’ceuf a été répartie en 3 compartiments
selon les souches. A 1’aide d’une pipette Pasteur des colonies de chaque souche bactérienne

ont été prélevées et déposées sur le milieu, puis incubees a 30°C.

Le jaune d’ceuf est un substrat composé¢ de lécithine, de triglycérides et d’une
lipoprotéine, il permet donc de rechercher trois enzymes :
- La lécithinase : se traduit par I’apparition d’un halo opaque, blanc perlé jaunatre, a bord net
sous la colonie ou a sa limite ;
- La lipase : indiquée par I’apparition d’un halo blanc perlé huileux et brillant ;
- La lipoprotéinase : se traduit par ’apparition d’un halo clair autour de la colonie (Nitsch et

Kutzner, 1969).

1.3.6.2. Recherche de I’amylase

La recherche de ’amylase est réalisée sur une gélose a base d’amidon (Annexe 05). Sur
une méme boite de Pétri contenant la gélose a base d’amidon répartie en 3 compartiments,
trois colonies bactériennes de chaque souche a tester on été déposées sur la surface a 1’aide
d’une pipette Pasteur. Apres incubation a 30°C pendant 5 jours, la boite de Pétri est inondées
par une solution d’iode lugol et la lecture se fait aprés quelques minutes. La présence de
I’amidon dans le milieu donnera une couleur bleue noiratre, ceci implique une absence
d’activité amylasique. En revanche, si I’amidon est hydrolysé, une réaction positive est
révélée par I’apparition d’un halo clair autour des colonies cela se traduit par la présence

d’une activité amylasique chez les isolats (Vinoth et al., 2009).

1.3.6.3. Recherche des estérases
La recherche de ’estérase a été réalisée sur le milieu nutritif de Sierra additionné de

Tween 80 (Annexe 05). Trois colonies bactériennes de chaque isolat a tester sont prélevées a
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I’aide d’une pipette Pasteur et déposées sur une boite de Pétri contenant le milieu nutritif
additionnés de Tween 80. Aprées 5 jours d’incubation a 30°C, la lecture s’est effectuée :
-I’apparition d’un halo opaque autour des colonies implique la présence d’une estérase

(Sierra, 1957).

1.3.6.4. Recherche de la lipase

La détermination de 1’activité lipolytique est réalisée sur le milieu nutritif additionné de
Tween 20 (Annexe 05). Ce test est réalisé de la méme maniére que ’activité estérasique.
Cependant, le Tween 80 est remplacé par le Tween 20, une lecture positive est traduite par

I’apparition des cristaux autour des colonies productrices de la lipase (Sierra, 1957).

1.3.6.5. Recherche de la caséinase

La mise en évidence de I’hydrolyse de la caséine a été etudiée sur un milieu gélosé
contenant 5% de lait écremé (Annexe 05). Une boite de Pétri contenant le milieu gélosé
additionné du lait écrémé est reparti en 3 compartiments. Ensuite, a 1’aide d’une pipette
Pasteur des colonies pures de chagque souche a tester ont été prelevees et depose sur la gélose.
L’incubation a été effectuée a 30°C et la lecture s’est faite apres 05 jours. L’apparition d’une

auréole claire autour des colonies indique la dégradation de la caséine (Roy et al., 2014 ).

1.3.6.6. Action sur le lait écrémé

La coagulase est une enzyme capable de coaguler le lait. Dans le but de tester la capacité
des bactéries isolées a partir de la rhizosphere a couaguler ou peptoniser le lait, nous avons
prit 3 tubes contenant un volume de 20 mL de lait écrémé stérile, puis a I’aide d’une pipette

Pasteur nous avons ensemencé les tubes avec les souches a tester.

Un autre tube rempli avec le méme volume de lait écrémé est utilisé comme témoin
négatif. Les tubes sont ensuite incubés a 30°C. Des observations régulieres pendant une
semaine permettent de noter la couagulation et la peptonisation du lait par ces souches

bactériennes (Wiliams et Cross, 1971).

1.3.6.7. Solubilisation du phosphore
Ce test permet d’évaluer la capacité des isolats a solubiliser les phosphates. Il est
réalisé selon la technique décrite par Beneduzi et al. (2008) sur milieu glucose Tryptone
Glucose Extract Agar (TGEA). Deux solutions ont été préparées séparément par dissolution
de 5 g de K;HPO4 dans 50 mL d'eau distillée et 10 g de CaCl, dans 100 mL d'eau distillée.

Ces deux solutions sont ajoutées a 1 L de TGEA. A l'aide d’une pipette Pasteur des
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colonies de Bacillus sp. Pseudomonas sp. Actinomyces sp. ont été prélevées respectivement
et déposées par la suite sur la méme boite de Pétri divisée en trois compartiments et qui
contient le milieu TGEA additionné aux solutions préparées, puis incubé a 30°C pendant 5
jours.
La solubilisation des phosphates se traduit par un halo clair autour de la colonie (Bouali
et al., 2016).

1.3.7. Activité antimicrobienne

L’activité antimicrobienne, est une méthode inspirée de 1’antibiogramme qui vise a
déterminer 1’effet antagoniste et inhibiteur des souches bactérienne isolées a partir de la
rhizosphere du blé dur.

1.3.7.1. Activité antibactérienne

» Revivification des souches

Les différentes souches bactériennes isolées a partir du sol rhizosphérique, requierent
une revivification par la méthode des stries sur des boites de Pétri préalablement coulées par
le milieu gélose nutritive, suivie par une incubation a 37°C pendant 18 a 24h en vue d’obtenir

une culture jeune.

» Préparation de la suspension bactérienne
La suspension bactérienne a été préparée a partir de la pré-culture préalablement
repiquée sur le milieu gélose nutritive. A I’aide d’une pipette Pasteur, quelques colonies ont
été prelevées puis introduites dans des tubes a essai contenant 9 mL d’eau physiologique
stérile. Aprés homogeénéisation de la suspension bactérienne, la densité optique lue a 625 nm
doit étre comprise entre [0,08-0,1], ce qui correspond a 10’- 108 UFC /ml (Nccls, 2001).

1.3.7.1.1. Activité antagoniste des souches isolées
Le test d’antagonisme a été réalis¢ par la méthode des cylindres d’agar, qui sert a mettre
en évidence l'antagonisme entre les microorganismes par la présence ou non d’une zone

d’inhibition, et a quantifier cette activité par la mesure du diamétre de cette zone.

» Caracterisation des souches testées
Les souches de référence utilisées appartiennent au laboratoire de microbiologie, a savoir
deux bactéries Gram+ (Staphylococcus aureus MU 50 et Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853) et une bactérie Gram— (Bacillus cereus ATCC 14575).
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» Mode opeératoire
Cette technique consiste a ensemencer les souches bactériennes de référence sur la
gélose Mueller-Hinton par un écouvillonnage. Ensuite, deux disques de 6 mm de diamétre de
chaque isolat bactérien ont été déposés sur les boites ensemencées au préalable par chacune

des bactéries de référence. L’incubation est réalisée a 37°C pendant 24h (Gungi et al., 1983).

1.3.7.1.2. Antibiogramme
La mise en évidence de la sensibilité des isolats bactériens aux différents antibiotiques
est basée sur la méthode de I’antibiogramme par diffusion en milieu gélosé. Cette technique

permet d’estimer I’inhibition de la croissance bactérienne en présence des antibiotiques.

» Mode opératoire
Les boites de petri contenant la gélose Mueller-Hinton ont été ensemencées par un
¢couvillon stérile immergé dans la suspension bactérienne a tester ; I’opération a été répétée
trois fois, en tournant la bofte de 90° sans oublier de faire passer I’écouvillon sur la périphérie
de la gélose, ensuite les disques d’antibiotiques (Kanamycine K30, Cephalothine KF 30,

Amoxicilline AX 25) sont déposés sur la gélose a I’aide d’une pince stérile.

Aprés incubation a 37°C pendant 24h, I’absence de la croissance bactérienne se
manifeste par un halo translucide autour des disques dont le diameétre est mesuré a 1’aide
d’une regle. Les diametres des zones d’inhibitions sont mesurés et peuvent €tre symbolisés
par des signes (Ponce et al., 2003) :

- Nonsensible (-) ou résistante : diamétre <8 mm ;
- Sensible (+) : diamétre compris entre 9 a 14 mm ;
- Tres sensible (++) : diamétre compris entre 15 et 19 mm ;
- Extrémement sensible (+++) : diametre > 20 mm.
1.3.7.2. Activité antifongique

L'évaluation de I’activité antifongique des bactéries isolées du sol rhizospherique a été

réalisée sur le milieu Sabouraud en utilisant la méthode des disques de mycélium fongique

décrite par Patel et Brown (1969).

» Préparation de ’inoculum
Un disque fongique d’une culture pure d’Alternaria sp. a été déposé au centre d’une

boite de Pétri contenant le milieu Sabouraud, puis incubé a 28 °C pendant 7 jours.
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7> Mise en évidence de I’activité antifongique
Cette technique consiste a déposer au centre de la méme boite de Pétri contenant le
milieu Sabouraud, un disque d’Alternaria sp. de 6 mm de diamétre provenant d’une culture
jeune, avec deux disques bactériens de chaque souche a tester du méme diametre provenant
d’une culture de 24h déposés sur les deux coteés du disque fongique a une distance égale a 2
cm. En parallele, le témoin négatif a été préparé en déposant un disque fongique au centre
d’une boite de Pétri contenant le milieu Sabouraud sans souche bactérienne. L’incubation est

réalisée a 28 °C pendant 10 jours.

Le suivi de la croissance fongique a été effectué tous les jours jusqu’a la fin de la durée
appropriée d’incubation ou I’on procéde a la mesure du diametre du champignon pour

estimer le taux d’inhibition, calculé comme suit :

[ % d’inhibition du mycélium = (MIc - MI t) / MIc) x100 ]

MI c : diametre de la colonie dans la boite témoin ;
MI t : diamétre de la colonie dans les boites contenant les souches bactériennes.
Les bactéries antagonistes sont qualifiées de (Patel et Brown, 1969) :
-Trés actives : inhibition comprise entre 75 et 100 %, la souche fongique est tres sensible ;
- Actives : inhibition comprise entre 50 et 75 %, la souche fongique est sensible ;
- Moyennement actives : inhibition comprise entre 25 et 50%, la souche est limité;
- Peu ou pas actives : inhibition comprise entre 0 et 25%, la souche est peu sensible ou
résistante.
1.3.8. Evaluation des souches rhizobactériennes pour leur activité stimulatrice de la
croissance du blé et de la laitue
Le test de germination a été reéalisé dans le but de détecter I’activité stimulatrice ou

inhibitrice des souches rhizobactériennes sur la germination des graines de laitue et du ble.

1.3.8.1. Préparation de I’inoculum

Les souches a tester, requiérent une revivification par la méthode des stries sur des
milieux solides gélose nutritive, suivie d’une incubation a 37°C pendant 24h. Apres
incubation, les cultures bactériennes ont été collectées par addition de MgSOs (0,1M)
(Annexe 06) dans chaque boite et raclées a ’aide d’un étaloire stérile. La densité optique des
suspensions bactériennes a été déterminée a 1’aide d’un spectrophotométre a une longueur
d’onde de 560 nm, la densité optique doit étre de 2 équivalente a une concentration de 10° a
10° UFC/ml (Kirdi, 2011).
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1.3.8.2. Désinfections et pré-germination des semences de laitue et du blé

La désinfection superficielle des semences a été réalisée par trempage dans
I’hypochlorite de sodium a 1% pendent 1-2 minutes. Ringages abondant a 1’eau distillée
stérile pour chaque lot de semence (blé et laitue), puis trempage pendant 30 secondes dans
I"éthanol a 70°C et ringage de nouveau a I’eau distillée stérile. Les graines désinfectées sont
transférées sur des compresses stériles pour le séchage. Ensuite elles sont dispersées sur des
boites de Pétri contenant de I’eau gélosée stérile a 1% puis incubées a 22 °C pendant 24h
(Chaque culture est répétée deux fois) (Kirdi, 2011).

Figure 12 : Graines de blé et de laitue déposées pour la pré-germination.

1.3.8.3. Inoculation des graines pré-germees

Ce test consiste a prendre les graines pré germées d’une longueur de radicule uniforme
1,5-2 mm et les placer dans 04 boites contenant 1’eau gélosé a 1% pour chaque type de
graine a raison de 10 graines par boite. Les graines de laitue et du blé sont inoculées par 30
pl de chaque suspension bactérienne testée. Des boites témoins sont inoculées par 30 pl de
MgSO. Stérile (0,1M). Aprés incubation a 22 C° pendant 48 h, les longueurs des tiges et
racines ont €té mesurées pour déterminer les bactéries stimulatrices de la croissance des

plantes.

1.3.8.4. Parametres étudies
Les graines sont comptées pour déterminer la capacité et la période de germination. On

consideére gu'elles ont germées lorsque la radicule perce les téguments.

l Taux de ﬁermination : Nombre de ﬂraines ﬁermées x100 / le nombre total de ﬁraines I
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I1.1. Caractérisation physico-chimique du sol
Les résultats de la caractérisation physico-chimique du sol étudié (Boghni) sont
consignés dans le tableau ci-dessous :
Tableau VI : Caractéristiques physicochimiques du sol étudié.

Echantillon pH L’humidité %
Le sol 7,65+ 0,31 10,4 + 1,06

Le résultat de la détermination du pH montre une valeur de 7,65 * 0,31. Ceci indique
que le sol étudié est légerement alcalin. Quant a I'numidité du sol a donnée une valeur de 10,4
+ 1,06 % cela signifie que le sol prélevé pressente un taux d’humidité modéré.

Selon Lee et Hwang. (2002) le taux d’humidité d’un sol est considéré comme modéré s’il
varie de (9.1 a 13.0).

Nos résultats se rapprochent considéerablement de ceux trouvés par Minda et al. (2015)
qui ont rapporté le caractére alcalin du sol rhizospherique. L’étude élaborée par Cherif (2014),
sur des échantillons de sol collectés stérilement de la rhizosphere du blé et de ’orge de trois
régions différentes de la wilaya de Setif, a donnée des valeurs de pH modérément alcalin a
alcalin. Selon Bourbia (2014), le pH du sol rhizosphérique et du sol global de I’olivier peut

varier entre un pH neutre a alcalin.

L’étude menée par Chibani (2017), sur douze échantillons du sol prélevés aléatoirement
de la rhizosphére du blé d’une zone saline, a rapporté un pH légerement alcalin. Ceci est
similaire a nos résultats. Selon la méme étude, des taux d’humidité variant de 10,52 a 18,60
% ont été montrés. Néanmoins ces valeurs sont supérieures a celles obtenus a partir du sol
étudie.

La faible teneur en eau dans nos échantillons peut-étre expliquée selon Bedjadj (2011),
par laridité du climat (taux d’évaporation supérieur a celui des précipitations), la faible
capacité de rétention en eau, faute de texture qui contient du sable qui ne stocke qu’une petite
quantité d’eau, le reste s’infiltre rapidement vers le sous-sol. Les valeurs variées du pH sont la
conséquence de la nature géomorphologique des sols, la variation saisonniere et la présence

ou non d’une culture en période de croissance active (Cherif, 2014).

Les caractéres physico-chimiques du sol, peuvent fortement influencer la distribution, la

croissance et I’activité de la communauté microbienne (Tian et al., 2013).
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11.2. Caractérisation des isolats
Trois souches bactériennes ont été isolées a partir de la rhizosphére du blé dur de la
région de Boghni, Tizi-Ouzou, cela en se basant sur I’étude des caractéres morphologiques et
biochimiques.

11.2.1. Critéres morphologiques
4+ Etude macroscopique
Les premieres observations macroscopiques des isolats bactériens sur la gélose nutritive,
montrent une grande diversité dans la forme, la couleur, la taille, la surface, ’opacité et le
relief des colonies (Tableau VII ; Figure 13).
Tableau V11 : Caracteres culturaux des souches bactériennes isolées de la rhizosphere du blé

dur.

Isolats | Couleur Forme Taille Surface Opacité Relief Contour

Souche | Blanchatre | Ronde l1a2mm Lisse, | Translucide | Légérement | Régulier
1 Jaune séche convexe

Souche | Blanchatre | Irréguliére | Envahissante Lisse, | Translucide Plate Irrégulier
2 Jaune brillante

Souche | Blanchatre | Lobée 3a5mm | Rugueuse, | Opaque Bombée | Irrégulier
3 Rouge seche

Souche 3

Souche 1

Souche 2

Figure 13 : Aspects des colonies formées sur gélose nutritive des souches bactériennes

isolées.

4 Etude microscopique

déterminer 1’appartenance des bactéries au groupe Gram positif ou Gram négatif.

La coloration de Gram a permis d’observer la forme et le type de groupement, ainsi que
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L’examen microscopique des trois isolats bactériens a révélé deux souches a Gram

positif et une souche a Gram négatif (Tableau VIII).

Tableau V111 : Caractéristiques microscopiques des souches bactériennes isolées de la

rhizosphere du blé dur.

Isolats Forme Gram L’agencement
Souchel ) o ; ) )
Coccobacille Négatif Isolées, diplobacille
Souche 2 Grog pacilles avec . -
Positif En chainette

des spores ovales
Souche 3 Une forme Isolés ou en amas, parfois a

filamenteuse fine Positif courtes ou a longues chaines,

et ramifiée ou enchevétrés non fragmentés

11.2.2. Caractéres biochimiques
Les tests biochimiques ont été réalisés dans le but de pré-identifier les bactéries isolées.

Les résultats sont présentés dans le Tableau IX.

Tableau IX: Caractéres biochimiques des isolats bactériens.

Tests Souche 1 Souche 2 Souche 3
Nitrate réductase + + +
Catalase + + +
Oxydase + = =
Uréase - + +
Production des pigments + / /
Souches identifiée Pseudomonas sp. = Bacillus sp. = Actinomyces sp.

(+) : Réaction positive ; (-) : Réaction négative

Sur le bouillon nitraté, les trois souches ont montrés une réaction positive (couleur
rouge), qui signifie la réduction des nitrates en nitrites par I’enzyme nitrate réductase produite
par les souches.

Le test catalase est positif pour I’ensemble des souches. Sa présence est traduite par un
dégagement de bulles.
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Une réaction oxydase positive pour la souche 1 s’est traduite par 1’apparition d’une
couleur violette foncée sur le disque d’oxydase, par contre une réaction négative pour les

souches 2 et 3 s’est traduite par I’absence de la coloration violette.

Les souches 2 et 3 présentent une réaction positive pour [Pactivité uréasique,

contrairement a la souche 1 ; ce qui signifie que cette derniére ne posséde pas une uréase.

La mise en évidence des pigments a été faite uniquement pour la souche 1. Les résultats
obtenus sur le milieu King A et King B montrent une pigmentation visible a I’ceil nu sous la
lumiere naturelle. Un faible pigment vert a été observé sur le milieu King A indiquant la
production de pyocyanine, tandis qu’une couleur jaune apparait sur le milieu King B
indiquant la production de pyoverdine par la souche 1.

Au wvu des résultats de I’étude macroscopique, microscopique et biochimique,
I’orientation des isolats bactériens 1, 2 et 3 est permise vers les genres Pseudomons sp.
Bacillus sp. et Actinomyces sp. respectivement. On constate également que les deux souches :
Bacillus sp. et Actinomyces sp. possédent les mémes caracteristiques biochimiques (catalase,

nitrate réductase, uréase positive, oxydase négative).

Les résultats de I’étude morphologique montrent différents types de colonies sur la boite

de culture, similaires a ceux trouveés par Oulebsir et al. (2020).

Plusieurs voies de recherche ont montrées la présence d’un grand nombre de bactéries
présentant différentes formes (batonnet, spirale, cocci). Parmi celles-ci, les bacilles en forme
de batonnet semblent étre les plus abondantes dans le sol (khan et al., 2010). Selon Milus et

Rothrock (1993), Bacillus est abondante dans la rhizosphére du blé.

Hayet et al. (2010) ont trouvés plusieurs especes bactériennes dans la rhizosphere,
qualifiées comme étant des PGPR, notamment des bactéries appartenant aux genres Bacillus,
Azospirillum, Enterobacter, Klebsiella, Pseudomonas, Rhizobium, Bradyrhizobium,
Azorhizobium, Allorhizobium, Sinorhizobium et Mesorhizobium. Chibani (2017), a identifié

plusieurs genres des Pseudomonas et Bacillus a partir de la rhizosphere des plantes de blé.

Ces études sont en parfaite concordance avec cette présente étude.

Bouras (2018), a identifié deux genres de Bacillus a partir du sol rhizosphérique de

lentille, qui présentent des caractéristiques morphologiques similaires a nos résultats.
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La majorité des résultats macroscopiques, microscopiques et biochimiques de la souche
1 et 2 sont en accord avec ceux obtenus par Oulebsir et al. (2020) pour la souche

Pseudomonas sp. et Bacillus sp.

Bouras (2018), a révélé que la souche Bacillus isolée a partir d’un sol rhizosphérique de

lentille est uréase positive. Ce qui est similaire aux présents résultats.

Boubguel et Kacel (2016), ont révélé que la souche Pseudomonas est uréase positive,

contrairement a 1’étude actuelle.

Cette variation peut s’expliquer par la différence de la localisation géographique, les

conditions de la culture, la variété végétale ainsi que le protocole suivi.

Nos résultats morphologiques et biochimiques obtenus pour Pseudomonas et Bacillus
sont conformes avec 1’étude publiée par Abdallah et Kaci (2015) et Cherif (2014). Quant aux

Actinomyces, les résultats se rapprochent de ceux de Ghadbane (2014).

La coloration de Gram des Actinomyces a révelée leurs appartenances au groupe Gram+,
avec une forme filamenteuse fine ramifiée et enchevétrée, correspondant aux résultats de
Zerizer et al. (2006) et Djaballah (2010), qui montrent que 1’observation microscopique des
Actinomyces, particulierement les Streptomyces, présentent un aspect filamenteux avec une
présence de spores isolées ou en amas qui sont parfois a courtes ou a longues chaines ou
enchevétrées non fragmentées, qui appartiennent au groupe des bactéries Gram positive
(Kitouni, 2007).

11.3. Mise en évidence d’activités hydrolytiques extracellulaires
Les enzymes sont des catalyseurs présents dans les cellules de tous les organismes ou

elles jouent un réle important dans le métabolisme cellulaire (Drouin, 2005).

Un screening de plusieurs activités hydrolytiques extracellulaires a été effectué chez les
trois souches d’intérét. Les résultats illustrés dans le Tableau X montrent clairement la
capacité de chague souche isolée et testée a hydrolyser ou a dégrader différents substrats
inducteurs utilisés, a savoir: I’amidon, la caséine du lait écrémé, les Tween 20 et Tween 80, la
Iécithine ainsi que leur pouvoir de solubiliser le phosphate.

Les résultats des activités enzymatiques étudiées figurent dans le tableau ci-dessous :
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Tableau X : Résultats des activités enzymatiques.

Souches Pseudomonas sp. Bacillus sp. Actinomyces sp.
Lécitinase + I +
Amylase + 3 +
Estérase + B +
Lipase + + +
Caséinase + B +
Action sur le lait écrémé + + +
Solubilisation du phosphore + + ¥

11.3.1. Recherche de lécitinase

Les résultats obtenus montrent un halo clair autour des colonies indiquant que les trois
isolats bacteriens testés possedent la lipoprotéinase, ainsi qu’un halo blanc perlé huileux et
brillant autour des colonies de Pseudomonas et Actinomyces, ce qui signifie que les deux

souches possedent une lipase (Figure 14).

’f Pseudomonas sp.
A 4 o

Halos clairs

Halos blanc perlé

4 Bacillus sp.

Figure 14 : Photographie représentant les résultats de la recherche d’une Iécitinase.
Verma et Khuller (1983), ont rapporté la production d’une phospholipase C (lécithinase)

chez Streptomyces griseus qui a été active a pH=7,5, comparativement a cette présente étude.

Bouali (2017), a trouvé que le genre Bacillus cereus est capable de produire la
Iécithinase, ce qui est similaire aux présents résultats.

11.3.2. Recherche de ’amylase

Les résultats de la recherche d’amylase s’expriment par 1’apparition d’un halo

d’éclaircissement autour des colonies, observé apres addition d’une solution de lugol.
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Un résultat positif pour Pseudomonas sp. et Actinomyces sp. s’est traduit par I’apparition
d’une zone claire autour des colonies, prouvant la dégradation de 1’amidon ; tandis qu’un
résultat négatif est enregistré pour Bacillus sp. (Figure 15).

En comparant les résultats obtenus, on constate que les deux types de bactéries (Gram +,
Gram -) sont capables de dégrader ’amidon.

Zone claire

Figure 15 : Photographie représentant les résultats de la recherche d’amylase.

Suite a notre étude, il en ressort que Bacillus n’a pas dégradé I’amidon, contrairement a
ce qu’est a été cité dans la bibliographie. De nombreuses espéces du genre Bacillus sont
capables d’exprimer une large gamme d’enzymes extracellulaires thermostables telle que les
proteases, les lipases, et les amylases (Sarethy et al., 2011). Cette différence peut-étre due aux
erreurs de manipulation, ou a la différence des sites des prélévements ainsi qu’a la variabilité
et la diversité géenétique des isolats.

Viollet (2010), signale que les Pseudomonas productrices d’amylase stimulent la
croissance et la santé des plantes.

Les travaux de Janaki (2017), sur la recherche de I’amylase, montrent que plusieurs
especes d’Actinomycétes comme les Streptomyces limosus, Thermomonospora curvata et

Thermomonospora viridis sont une source puissante de I’enzyme amylase.

11.3.3. Recherche de ’estérase
Ce test s’est révélé positif pour I’ensemble des souches testées suite a I'apparition d’un

halo autour des colonies (Figure 16).
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Halos clairs

Bacillus sp.

Figure 16 : Photographie représentant les résultats de la recherche d’estérase.

Les travaux de Ji et al. (2014) ont montres que les bactéries du genre Bacillus produisent

des estérases et des lipases. Ceci confirme nos résultats.

Ghadbane (2014), a révélé que les isolats de Streptomyces n’ont manifesté aucun
pouvoir de production d’estérase, a I’inverse du résultat obtenu pour 1’Actinomyces dans

I’étude actuelle.

Les lipases et les estérases constituent deux biocatalyseurs les plus recherchés en
biotechnologie (Pliego et al., 2015). Elles ont été mises en évidence, des 1901, chez des
bactéries telles que Bacillus prodigiosus, Bacillus pyocyaneus et Bacillus fluorescens,

Pseudomonas aeruginasa et Pseudomonas fluorescens (Fickers et al., 2008).

11.3.4. Recherche de la lipase

Les résultats de ce test ont montrés que toutes les souches bactériennes sont dotées
d’activités lipasiques importantes, traduites par I’apparition des cristaux autour des colonies
bactériennes avec des diameétres différents. Ceci confirme que nos isolats produisent des

enzymes extracellulaires responsables de ce type d’activité (Figure 17).
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L’apparition des
cristaux

Figure 17 : Photographie représentant les résultats de 1’activité lipasique.

Les résultats obtenus pour Pseudomonas sp. et Bacillus sp. sont cohérents avec les
travaux d’Oulebsir (2020). D’aprés Bouras (2018), le genre Bacillus n’a manifesté aucun
pouvoir de production de la lipase. Cette étude est en parfaite contradiction avec nos résultats,
car nous avons obtenus une activité lipasique avec Bacillus. Selon Fickers et al. (2008) les
lipases sont largement répandues chez les bactéries, les levures et les champignons
filamenteux. Des lipases, des amylases, des tyrosinases et des pectinases ont été également
produites a partir de Streptomyces (Rodrigues, 2006).

11.3.5. Recherche de la caséinase
Les résultats obtenus montrent la présence d’un halo clair autour des colonies de
Pseudomonas sp. et d’Actinomyces sp. ce qui indique que le test est positif pour ces deux

souches, excepte Bacillus sp. qui n’a manifesté aucune activité (Figure 18).

Halos clairs

Pseudomonas
sp.

Figure 18 : Photographie représentant les résultats de la recherche de la caséinase.

43



Chapitre 11 Résultats et discussion

Les travaux menés par Okpukpara et George-okafor (2016), affirment que les genres
Streptomyces, Micromonospora, Nocardia et Streptosporangiums possédent une activité

protéolytique importante.

Ghadbane (2014), a mentionné que les isolats de Streptomyces sp. sont des producteurs
importants de protéases sur le milieu gélosé contenant le lait écrémé, un résultat similaire a

éte obtenu dans notre étude concernant les Actinomyces.

Bouras (2018), a démontré que parmi les souches isolées du genre Bacillus, une seule
souche s’est montrée négative a ce test, ce qui concorde avec nos résultats obtenus pour la
souche Bacillus sp. Certaines bactéries appartenant au genre Bacillus productrices de
protéases, sont considérablement impactées parles conditions de culture (Sharmin et al.,
2005).

11.3.6. Action sur le lait écémé

Les trois souches isolees, induisent la coagulation des protéines du lait écremé, tandis
que le tube témoin est resté intact. Cela signifie que les isolats bactériens possédent 1’enzyme

coagulase (Figure 19).

% \|

Bacillus ~ Pseudomonas

Témoin

Coagulation
du lait

Figure 19 : Photographie représentant les résultats du test de coagulation
Kaioua et Grairi (2015), ont trouvé que le genre Actinomyces est capable de coaguler le

lait comparativement a nos résultats.

11.3.7. Solubilisation du phosphore

Les souches isolées (Pseudomonas sp., Bacillus sp., Actinomyces sp.) ont été testées
pour leurs pouvoir a solubiliser le phosphate sur le milieu TGEA. Apreés 5 jours d’incubation
a 30°C, nous avons observé la formation des halos transparents de différents diametres autour

des colonies bactériennes, indiquant la présence de substances dissolvant le phosphore. On
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déduits que nos isolats bactérien ont la faculté de solubiliser le phosphore inorganique (Figure
20).

Halos transparents

Figure 20 : Photographie présentant les résultats de la solubilisation du phosphore.

Selon la littérature, les espéces du genre Bacillus et Pseudomonas ont un grand potentiel
de solubilisation de phosphate présent dans le sol (Gull et al., 2004). Qureshi et al. (2012) ont
montrés que Bacillus sp. est caractérisee par la biosynthése de I’auxine et la solubilisation du
phosphate. Ces deux études ainsi que les travaux rapportés par Bouras (2018), correspondent
a nos resultats.

Concernant 1’Actinomyces sp. le résultat obtenu est similaire aux données de la littérature
qui confirment leurs richesse en métabolites secondaires et en enzymes a activités
biologiques, pouvant étre une source importante de molécules originales (Gopalakrishnan et
al., 2011).

Les bactéries solubilisant le phosphate ont été aussi signalées dans des sols
rhizosphériques de plusieurs cultures agricoles, y compris le blé (Triticuma estivum) (Babana
et al., 2013).

Irving et Cosgrove (1971), et Singh et al. (2013) ont constatés que Pseudomonas
solubilise le phosphate en améliorant la biodisponibilité des nutriments essentiels pour les
plantes. Conformément a d’autres revues, la dissolution des phosphates inorganiques dans le

sol est étroitement liée a I’activité des microorganismes (Richardson, 2001).

11.4. Résultat du test d’antagonisme
Le test de I’activité antagoniste des isolats bactériens vis-a-vis des souches bactériennes

de référence montre un résultat négatif pour I’ensemble des souches testées.

Selon Abdesselam et Latache (2017), le résultat trouvé pour la souche de Bacillus est

similaire a celui de notre étude.
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Jihanii (2013), a isolé vingt souches d'Actinomyces a partir d'échantillons de sol et de
bois. L'activité antimicrobienne réalisée par la technique des cylindres d'agar et celle des stries
croisées, a été déterminée contre des bactéries a Gram positif (Bacillus subtilis 5262, Bacillus
cereus 14579, Staphylococcus aureus 7625, Staphylococcus epidermidis 6821), des bactéries
a Gram négatif (Pseudomonas aeroginosa 76110, Escherichia coli 7624) et la levure Candida
albicans. Parmi les vingt isolats, douze (60 %) ont montré une activité contre au moins une
des souches tests.

La variation des résultats peut-étre due aux différentes contaminations.

11.5. Résultat de I’antibiogramme
L’action des antibiotiques sur les isolats bactériens a été évaluée in vitro sur le milieu
Mueller Hinton. Les résultats sont illustrés dans le tableau ci-dessous avec les diametres des
zones d’inhibition :

Tableau XI : Diamétres des zones d’inhibition (mm) des souches testees.

Antibiotique Kanamycine Cephalothine Amoxicilline
(K30) (KF 30) (AX 25)
Pseudomonas sp. 19 mm 0 mm 9 mm
Bacillus sp. 27 mm 0 mm 0 mm
Actinomyces sp. 25 mm 0 mm 0 mm

Note : Le diamétre du disque d’antibiotique est de 6 mm.
Il est inclut dans la mesure des diametres des zones d’inhibition.

La lecture du tableau, montre que I’ensemble des souches testées (Pseudomonas sp.
Bcillus sp. et Actinomyces sp.) présentent des sensibilités a la Kanamycine avec des zones

respectives de 19mm, 27mm et 25mm.

Concernant la Cephalothine, aucune zone d’inhibition de la croissance n’a été constatée

autour des disques, ce qui montre la résistance des isolats bactériens a cet antibiotique.

Au sujet de I’amoxicilline, seul Pseudomonas sp. s’est montrée sensible avec une zone
d’inhibition de 9mm et aucun effet inhibiteur n’a été constaté vis-a-vis de Bacillus sp. et

Actinomyces sp. montrant ainsi la résistance de ces dernieres a cet antibiotique.

L’effet inhibiteur le plus puissant a été enregistre avec la Kanamycine (K30) vis-a-vis de

Bacillus sp. qui s’est révélée extrémement sensible avec une grande zone d’inhibition de 27
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mm, suivi par Actinomyces sp. et Pseudomonas sp. avec des zones de 25 et 19mm

respectivement.

Absence de zone d’inhibition

Zone d’inhibition

Figure 21 : Photographies présentant les résultats de 1’antibiogramme réalisé sur les isolats

bactériens (Actinomyces sp. Pseudomonas sp. Bacillus sp. respectivement).

Nos résultats sont conformes avec 1’étude publiée par Bentaleb (2017), sur la résistance
aux antibiotiques des Pseudomonas isolées a partir de la rhizosphére du cédre, qui a montré
que toutes les souches présentent des sensibilités a la Kanamycine. Les travaux de Benhacene
et al. (2016) sur la résistance de deux genres de Pseudomonas a I’ Amoxicilline, ont montré
qu’elles sont résistantes a cet antibiotique. Ces résultats sont en contradiction avec notre
étude.

Ghadbane (2014), a mentionné que toutes les souches de Streptomyces sp. sont
résistantes a la kanamycine (100 pug.ml-1), contrairement au test actuel, ou les Actinomyces
sont sensibles a cet antibiotique.

Merabti et al. (2016) ont montré la résistance a 1I’Amoxicilline de différentes souches
d’actinomycetes étudiés, excepté une souche. Ces résultats sont similaires a ceux qu’on a
obtenus. Ainsi, Bouchedak et Merchla (2020), ont démontré la résistance a 100% a
I’ Amoxicilline des souches de Bacillus licheniformis, ce qui est similaire au résultat trouvé

pour la souche de Bacillus sp. isolé du sol rhizosphérique du blé dur.

11.6. Résultats de I’activité antifongique
Les résultats de D’activité antifongique des souches isolées vis-a-vis du champignon
Alternaria sp. ont montré la présence d’une action inhibitrice avec des pourcentages variés

(Tableau XII ; Figure 22).
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Tableau XI1 : Taux d’inhibition de la croissance mycélienne.

Souches bactériennes Alternaria sp.
Bacillus sp. 21,73%
Pseudomonas sp. 13,06%
Actinomyces sp. 60,86%

Les résultats de cette activité montrent que le diamétre des colonies mycéliennes a été
réduit en présence des souches antagonistes d’Actinomyces sp. Bacillus sp. et Pseudomonas

sp. comparé au témoin.

Le meilleur taux d’inhibition a été enregistré par Actinomyces sp. qui a atteint 60,86 %,
suivie par Bacillus sp. avec 21,73%, tandis que la plus faible activité a été obtenue par la

souche Pseudomonas sp. avec un pourcentage de 13,06%.

Manifestation
d’une activité

Figure 22: Photographie présentant 1’effet antifongique des isolats bactériens vis-a-vis
d’Alternaria sp.
Le genre Streptomyces est considéré comme une source antifongique puissante selon
Khamna et al. (2009).

Les genres Pseudomonas sp. et Bacillus sp. sont largement connus pour leur activité

antifongique a I’égard des bactéries et des champignons phytopathogenes (sindhu et al., 2009)

Arif (2015), a montré un effet significatif de Pseudomonas fluorescens vis-a-vis
d’Alternaria alternata avec un pourcentage de 27% ; une valeur qui semble étre plus
importante comparativement au résultat obtenu avec la souche Pseudomonas sp.
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Cherif (2014), a montré I’efficacité de 15 souches de Bacillus contre Alternaria

alternata. Ces résultats se rapprochent de ceux obtenus dans notre étude.

Thakur et al. (2007) montrent que parmi 110 souches d’Actinomycétes du sol des foréts
protégées, 65 (59,09%) ont présentées une activité antibactérienne, 47 (42,75%) une activité
antifongique et 33 (30%) un large spectre d’activit¢ a la fois sur les bactéries et les

champignons.

Les différences d’intensité du pouvoir inhibiteur de nos souches pourraient étre liées a
la nature, la quantité et 1’effet des substances inhibitrices diffusibles secrétées par celles-ci,
provoquant I’inhibition de la croissance mycélienne de 1’agent pathogene (Mishagui et al.,
1982). Il faut également noter que I’activité antagoniste in vitro dépend non seulement des
espéces des isolats testés, mais aussi de la composition du milieu de culture (Buyer et Leong,
1986).

I1.7. Résultats du test de germination
L’étude de I’activité stimulatrice ou inhibitrice de la croissance des souches isolées, sur
la germination des graines du blé dur et de laitue, est effectuée par I’évaluation des parameétres

de croissance (la longueur des racines et des tiges), aprés 72 heures d'incubation.

11.7.1. Effet sur le taux de germination des graines du blé dur et de laitue
Globalement, les résultats obtenus montrent que 1’inoculation par les différents isolats
bactériens semble affecter considérablement la germination des graines du blé dur, tandis que

la bactérisation n’a pas eu un effet considérable sur la germination des graines de laitue.

Les valeurs de taux de germination varient entre 30% et 100% (Figure 23). Concernant
les graines du blé dur, le taux de germination le plus opulent a atteint 100% par le témoin
ainsi que les souches Pseudomonas sp. et Actinomyces sp. Quant a Bcaillus sp. elle détient la
valeur la plus faible (40%) et qui était différente du témoin, ce qui signifie un effet négatif
sur la germination des graines du blé. Néanmoins, les résultats de I’inoculation des graines de
laitue montrent que la souche Pseudomonas sp. a enregistrée le taux de germination le plus
élevé (60%), par rapport au témoin (un taux faible de 30%). L’effet de la bactérisation par les
souches Bacillus sp. et Actinomyces sp. montrent également des valeurs faibles de 40% et
30%, respectivement. Celles-ci sont proches ou égale au témoin indiquant que le taux de la

germination est faible.
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Figure 23 : Effet de la bactérisation par les différents isolats bactériens sur le taux de
germination de graines du blé dur et de laitue.

En comparant entre les résultats obtenus pour les graines de laitue et du blé, on constate
que toutes les souches testées ont manifesté un taux de germination grandement supérieur sur

les graines du blé que sur ceux de laitue.

11.7.2. Effet de ’inoculation bactérienne sur la longueur des racines et des tiges

L’ensemble des isolats testés ont montré une activité stimulatrice de croissance
considérable sur les paramétres mesures (Tableau XIV ; Figure 23). Sur la longueur des
racines du blé, une longueur maximale de 9 cm a été observée chez Actinomyces sp. suivi par
Bacillus sp. (entre 8,8 a 7,5cm) et Pseudomonas sp. avec des valeurs qui varient entre 7 a 4,4

cm. Par rapport au témoin, 1’effet de ses souches n’était pas différent.

Une croissance maximale de la longueur des tiges du blé par rapport au témoin a été
induite par Pseudomonas sp. (4 cm) ; tandis que les souches Bacilus sp. et Actinomyces sp.

ont données une valeur égale a celle du témoin (3 cm).

Au sujet des graines de laitue, une longueur maximale des racines a été enregistrée par
Actinomyces sp. (3cm), suivi par les souches Pseudomonas sp. et Bacillus sp. avec des valeurs
de 2,5cm et 2,4cm, respectivement. En revanche, au niveau du témoin nous avons enregistré

une tres faible valeur (0,2cm) pour ce paramétre.
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A propos de la longueur de la tige, la souche Pseudomonas sp. a donné la valeur la plus
importante de 3,7cm, suivie par Bacillus sp. (3cm) et Actinomyces sp. (2,3cm). Cependant, la

longueur de la tige a été tres faible au niveau du témoin (0,3cm).

Tableau X111 : Evaluation de la longueur des racines et des tiges des graines du blé dur et de
laitue, inoculées par les différents isolats bactériens.

Bacillus sp. Pseudomonas sp. Actinomyces sp. Témoin-
72h Tige Racines Tige Racines Tige Racines Tige Racines
4/10 10/10 10/10 10/10
3 7,5 2,5 6,2 3 8 2,5 6,5
2,2 8,1 2 6,5 2,3 8,5 2,5 7,5
2,5 8,8 2,2 7 2,5 8,5 2,5 8,5
2,5 7,8 2 6 3 9 2,5 8,4
Blé 3,3 55 2 8,8 2,5 8
4 45 2,5 9 2,5 7,5
2,2 6,2 2,5 8,5 3 9
2 5,5 2 2,5 2,7 8,4
3 6,5 3 8,5 2 8
2,5 6,5 2,5 6,8 2,8 7
3/10 6/10 4/10 3/10
3 2,4 3,7 2,5 1 3
2 1,8 0,2 0,1 0,5 0 0,3 0,2
Laitue 3 2 0,2 0,1 2,3 2,3 0,2 0
0 0 2,2 1,5 0,2 0
0,2 0
0 0,2
0,2 0,3

Pour cette étude, la capacité des isolats bactériens a stimuler ou inhiber la croissance de
I’espéce végétale a été testée dans des boites de Pétri cultivées par les graines du blé dur et de

laitue.

D’apres les résultats de notre essai, la bactérisation par les souches bactériennes
Pseudomonas sp. Actinomyces sp. et Bacillus sp. sur les graines du blé dur, a donné un taux
de germination élevé que celui obtenu avec les graines de laitue. Concernant la longueur des
tiges et des racines des graines des especes cultivees, on constate que I’ensemble des souches

testées ont manifestées un effet stimulateur comparativement au témoin (Figure 24).
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Figure 24 : Photographies présentant I’effet de 1’inoculation par les isolats bactériens sur les
graines du blé dur et de laitue.

Les résultats obtenus pour les graines de laitue et du blé dur rejoignent ceux trouvés par
Zermane (2005), qui affirme qu’en plus des rhizobactéries stimulatrices, il y a des inhibiteurs
de croissance radiculaire.

Le résultat de nos essaies sur la germination des graines du blé dur ont démontrés
I’efficacité des Actinomyces sp. ceci est approuvé par Ghadbane (2014), qui a mentionné que
différentes souches de Streptomyces apportent un effet bénéfique sur la croissance des plants
de pois chiche. De méme, nos résultats se rapprochent également de ceux obtenus par Jog et
al. (2014) qui ont traité des plants de blé par des souches de Streptomyces sp. isolées a partir

de la rhizospheére, capables de solubiliser le phosphate.

Selon Kumar et al. (2012) la plupart des espéces de Pseudomonas sp. isolées ont un
effet sur la promotion de la croissance des semis de sorgho. Ceci est semblable aux résultats

obtenus apres I’inoculation des graines du blé dur et de laitue par Pseudomonas sp.

Bouras (2018), a traité le plant de lentille par différentes souches de Bacillus sp. et a
constaté que certaines sont stimulatrices des graines de lentille, tandis que d’autres
provoquent une diminution de certains caracteres morphologiques, ce qui est similaire a nos

résultats obtenus apres inoculation des graines de laitue et du blé par la souche Bacillus sp.

Les études realisees par Nelson et ces collaborateurs (2004), ont rapporté 1’effet

bénéfique des Bacillus lors de leur utilisation dans I'agriculture comme agents inoculant.

Li et Alexander (1988), ont démontré que I’inoculation des graines et des racines avec
les bactéries PGPR de Bacillus et Paenibacillus cause une modification considérable de la
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composition de la rhizosphére et ’augmentation de la croissance et du rendement de
différentes cultures.

Il est connu depuis longtemps que I’inoculation des espéces végétales avec les PGPR
peut augmenter la concentration en éléments nutritifs dans la plante héte (Lai et al., 2008).
Cette variabilité dans les résultats obtenus peut étre liée a des conditions normales
d'expérimentation (incubation a 22°C pendant 24h) alors que lors de notre étude, I’incubation
a éte réalisée a température ambiante en vue de l'absence d'une etuve réfrigérée. La
stimulation de la croissance du systéme racinaire des plants du blé et de laitue, inoculés par
Actinomyces sp. Pseudomonas sp. et Bacillus sp. pourrait aussi étre expliquée par I’aptitude
de ses souches a solubiliser le phosphate, ou par le fait que ces souches peuvent agir par
I’intermédiaire d’hormones et/ou d’enzymes. Plusieurs d’autres facteurs peuvent influencer le
pouvoir germinatif des graines, tels que la pureté de la variété végétale et la stabilité des
caractéres, ainsi que des facteurs intrinseques instables, qui participent a I’activation des

hormones et des enzymes essentielles a la germination (Bove et al., 2001).
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Conclusion

Les bactéries qui colonisent la rhizosphére et les racines des plantes et qui améliorent

leurs croissances par quel conque mécanisme, sont appelés PGPR (Lynch et Whipps, 1990).

Le présent travail, repose sur I’isolement de quelques souches bactériennes a partir de
la rhizosphere du blé dur en se basant sur leurs critéres morphologiques et biochimiques, ainsi
que déterminer leurs caracteres métaboliques et étudier I’effet de leurs inoculations sur la

variété du blé dur et de laitue.

Les résultats physicochimiques du sol montrent qu’il est légerement alcalin avec un
taux d’humidité modéré. Trois souches bactériennes ont été isolées et purifiés : Pseudomonas
sp. Bacillus sp. et Actinomyces sp. Quant au test de I’activité enzymatique, les souches
Pseudomonas sp. et Actinomyces sp. produisent la lécitinase, 1’amylase, estérase, lipase,
caseinase, coagulase et sont capables de solubiliser le phosphore; tandis que la souche
Bacillus sp. produit uniquement la lécithinase, la lipase, la caséinase et solubilise le

phosphore.

Au sujet de I’activité antifongique, les souches bactériennes isolées, manifestent une
activité inhibitrice vis-a-vis d’Alternaria sp. avec des potentialités inhibitrices tres variés.

L’activité inhibitrice la plus importante a été enregistrée par la souche Actinomyces sp.

L’inoculation des graines du blé dur et de laitue par les souches isolées, a montrée un
effet remarquable sur la germination et la croissance des tiges et racines chez les graines du

blé dur contrairement aux graines de laitue.

Les résultats obtenus révélent une grande importance a ces souches et ouvre plusieurs

perspectives pour continuer :

- Isoler une large gamme de microorganismes ;

- Compléter I’identification des souches jusqu’au niveau de I’espece ;

- Etudier I’effet antagoniste entre les souches isolées avec d’autres souches bactériennes
et fongiques ;

- Etudier la capacité des souches a fixer 1’azote, a produire 1’acide Indole acétique et

I’ammoniaque.
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Annexe 01 : Produits chimiques.

Eau distillée ; eau physiologique ; lait écrémé ; hypochlorite de sodium ; Hydrogénophosphate
de potassium (K2HPO4) ; Chlorure de calcium (CaCly). Sulfate de magnésium (MgSOs.);
Fushine ; Kovacs ; violet de Gentiane; huile & immersion; solution de Lugol ; disque
d’oxydase ; eau oxygénée (H20;) ; disques d’antibiotiques ; alcool (Ethanol) ; Réactif NR1 ;
Réactif NR2.

Annexe 02 : Milieux de culture.

Milieux de culture Utilisation

Gélose Mueller-Hinton (gélose MH) Repiquage des souches bactériennes et test
d’antibiogramme

Gélose nutritive Isolement des souches bactériennes

Gélose Sabouraud Repiquage de la souche fongique

Milieu Urée-indole (Ul) Recherche de 1'uréase

Bouillon nitraté Recherche de nitrate réductase

King A et King B Mise en évidence des pigments

Eau gélosée Test de germination

Gelosé au lait écréeme Recherche de caséinase

Geélose au jaune d’ceuf (a 1%) Recherche de lécithinase

Gélose a amidon Recherche de I’amylase

Milieu de Sierra additionné de tween 80 Recherche de I’estérase

Milieu Sierra additionné de tween 20 Recherche de lipase

Milieu TGEA Solubilisation du phosphore
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Annexe 03 : Appareillage et outillage.

\ Outillage Appareillages
Flacon Etuve
Eprouvettes graduées Réfrigérateur
Tubes a essai Bain marie
Béchers Spectrophotométre
Spatule Balance
Anse de platine Microscope optique
Portoirs de tubes Agitateur a plaque chauffante
Entonnoir Agitateur a barreau magnétique non chauffant
Boites de Pétri Autoclave
Pinces Four Pasteur
Micropipettes Bec bunsen
Seringues pH metre
Pipette Pasteur
Ecouvillons
Erlenmeyer
Papier filtre
Papier aluminium
Lames
Pioche

Annexe 04 : Généralité sur la laitue.

La laitue (Lactuca sativa) est une plante herbacée, annuelle, avec deux phases bien distinctes :
la phase végétative, formant une pomme plus ou moins fermée, correspond au stade de
développement, et a phase reproductrice au cours de laquelle la tige principale s'allonge
aboutit a la floraison et a la production de graines. Elle appartient a la famille des Astéraceées,

division des magnoliophytes, et la classe des magnoliopsides.

Ses feuilles sont larges, allongées, cloquées et imbriquées en plusieurs couches plus ou moins
serrées. Ses fleurs sont jaunes et réunies en grappes. Il Comparées aux hybrides, la plante
d’origine se distingue d’un co6té par sa forme tres allongée a cause des feuilles qui sont moins
larges et de ’autre par son golt amer. (Lakhdari et al., 2010), sa température optimale de

germination entre 18 et 20°C.
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Annexe 05 : Résultats du test biochimique.
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Annexe 06 : Milieux de cultures préparées.
La gélose au Le milieu de|La gélose au | Le milieude Milieu de L’eau
jaune d’ceuf (3 | Sierra lait écréme Sierra culture a base | gélosée
1%) additionné de additionné de | g’amidon 1%
tween 80 Tween 20
Peptone 10 g Peptone 10 g Peptone 10 g Peptone 10 g Amidon 1g. L’eau
Extrait de NaCl 5¢ NaCl 5¢g NaCl 5g Agar 20g. distillée
levure 5 g CaC12-1H20 Extrait de CaCl12- 1H20 | Eau distillée 100 mL
NaCl1l10g 0.1g levure 03 g 0.1g 1000 mL Agar 159
Agar 20 ¢ Eau distillée Agar 20 ¢ Eau distillée
Jaune d’ceuf 1000 mL Eau distillée 1000 mL
100 mL Agar 18 g 1000 mL Agar 18 g
Eau distillée Tween 80 10 Lait écrémé 100 | Tween 20 10
1000 mL mL g dans 1000 mL | mL
PH=7 PH=7.4 d'eau distillée pH : 7.4
pH = 6.5-7.2

Annexe 07 : Préparation de MgSO4

2.033 g de Sulfate de Magnésium, 100 mL d’eau distillé




Résumé

Les rhizobactéries jouent un réle important dans le maintien de 1’équilibre du sol. Parmi ces
bactéries, il y a celles qui favorisent la croissance des plantes. Celles-ci sont connues sous le
terme de Plant Growth Promoting Rhizobacteria (PGPR), qui agissent positivement sur la
croissance de la plante. Dans ce présent travail, nous nous sommes intéressés a caractériser
des bactéries promotrices de la croissance des plantes, isolées a partir de la rhizosphére du blé
dur (Triticum durum). Trois souches bactériennes ont été identifiées a savoir: Pseudomonas
sp. Bacillus sp. et Actinomyces sp. L’évaluation de leur capacité hydrolytique extracellulaire a
permis la révélation de la présence de différentes enzymes: lécitinase, amylase, estérase,
lipase, caséinase, solubilisation du phosphore et coagulase. L’activité antagoniste des souches
isolées vis-a-vis de trois souches de référence a montré un résultat négatif pour I’ensemble des
souches. Les résultats de 1’antibiogramme ont montré que I’ensemble des souches présentent
des sensibilités a la Kanamycine et une résistance a la Cephalothine, tandis que seul
Pseudomonas sp. est sensible a ’amoxicilline. L’évaluation de I’activité antifongique indique
que les trois souches possedent une activité inhibitrice vis-a-vis d’Alternaria sp. avec des
pourcentages variés. Concernant le test de germination, toutes les bactéries ont montré un
effet sur la croissance de la longueur des racines et des tiges chez les graines du blé dur
contrairement aux graines de laitue.

Mots clés : Rhizosphere, PGPR, germination, blé, sol, isolé, activité enzymatique, activité
antibactérienne.

Abstract

Rhizobacteria play an important role in maintaining soil balance. Among these bacteria, there
are those that promote plant growth. These are known as Plant Growth Promoting
Rhizobacteria (PGPR), which act positively on plant growth. In the present work, we were
interested in characterizing plant growth promoting bacteria isolated from the rhizosphere of
durum wheat (Triticum durum). Three bacterial strains were identified namely: Pseudomonas
sp., Bacillus sp., and Actinomyces sp. Evaluation of their extracellular hydrolytic capacity
revealed the presence of different enzymes: lecitinase, amylase, esterase, lipase, caseinase,
phosphorus solubilization and coagulase. The antagonistic activity of the isolated strains
against three reference strains showed a negative result for all strains. The results of the
antibiogram showed that all the strains showed sensitivities to Kanamycin and resistance to
Cephalothin, while only Pseudomonas sp. was sensitive to Amoxicillin. The evaluation of the
antifungal activity indicates that the three strains have an inhibitory activity towards
Alternaria sp. with varying percentages. Concerning the germination test, all bacteria showed
an effect on the growth of root and stem length in durum wheat seeds in contrast to lettuce
seeds.

Key words: Rhizosphere, PGPR, germination, wheat, soil, isolated, enzymatic activity,
antibacterial activity.
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