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Résumé :
La biotechnologie des micro-organismes qui consiste a utiliser des rhizobactéries

comme biostimulants est une préoccupation actuelle qui a un grand intérét pour 1’atténuation

de la salinité du sol qui limite la croissance et la productivité des plantes agricoles.

L’objectif de notre travail porte sur I’isolement et I’identification des bactéries
halophiles stimulatrices de la croissance des plantes, et de sélectionner les plus performantes
pour étudier leurs effets sur la croissance du blé dur (Triticum durum, variété siméto) soumise

au stress salin.

La sélection des isolats est basée sur leur compétence a produire NHz AIA, HCN, a

fixer 1’azote atmosphérique et a solubiliser le phosphate.

Les résultats obtenus ont montré que tous les isolats fixent 1’azote, produisent
I’ammoniac et solubilisent le phosphate, tandis que la capacité de synthétiser ’'HCN et I’AIA
est 50% et 33,33% respectivement. D’aprés ces résultats, 3 isolats ont été sélectionnés pour

leur performance.

La croissance des plantules du blé a été bien marquée par les bactéries halophiles
sélectionnées et leurs combinaisons, comparativement au témoin négatif (non inoculé), plus
particulierement I’isolat S5 et la combinaison S1-S5. Ils peuvent étre donc, utilisés comme

inoculant pour 1’amélioration de la croissance du blé dans un milieu salin.

L’exploitation des propriétés de rhizobactéries favorisant la croissance des plantes
(PGPR) serait une solution biologique, écologique simple et peu couteuse visant a améliorer

la croissance des plantes agricoles tout en respectant I’environnement.

Mots clés : Rhizobactéries, croissance, salinite, blé dur, rhizosphere.






Summary:

Microorganism biotechnology is to use rhizobacteria as biostimulants is a current
concern that has great interest in mitigating soil salinity that limits plant growth and
productivity.

The objective of our work is to isolate and identify halophilic bacteria with PGP (Plant
Growth Promoting) activities, and to select the most efficient ones to study their effects on the
growth of durum wheat (Triticumdurum, simeto variety) subjected to salt stress.

The selection of isolates is based on their ability to produce NH3, AIA, HCN, to fix
atmospheric nitrogen and to solubilize phosphate.

The results obtained showed that all isolates fix nitrogen, produce ammonia and
solubilize phosphate, while the ability to synthesize HCN and AIA is 50% and 33.33%
respectively. From these results, 3 isolates were selected for their performance, they are Gram
positive cocci.

The growth of wheat seedlings was well marked by the selected halophilic bacteria and
their combinations, compared to the negative control (not inoculated), especially the S5 isolate
and the S1-S5 combination. Therefore, they can be used as inoculants for the improvement of
wheat growth in a saline environment.

Exploiting the properties of plant growth-promoting rhizobacteria (PGPR) would be a
simple and inexpensive biological and ecological solution to improve agricultural plant
growth.

Keywords: PGPR, Rhizobacteria, salinity, durum wheat, rhizosphere
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Introduction

Introduction :

L’Organisation des Nations Unies (ONU), compte actuellement que la population
mondiale est de 7,3 milliards d’habitants, mais en 2030 elle devrait atteindre 8,5 milliards, et
de 9,7 milliards en 2050.

Par conséquent, la production alimentaire mondiale devrait augmentée de 70% entre
2005 et 2050. Cette augmentation est assurée par I’intensification, principalement, par la
culture des terres, les changements climatiques et les diverses pressions anthropiques ce qui
va engendrer un déséquilibre d’écosystemes (SOUGUEH CHEIK, 2021).

Le facteur essentiel limitant le rendement du blé dans la région méditerranéenne est la
sécheresse ou les pertes inter annuelles sont de 10 a 80% (NICHIT et al., 1998). Ce qui
pousse les chercheurs scientifiques de choisir et de sélectionné la variété qui possede la
meilleure tolérance aux conditions de sécheresse pour ’assurance d’une stable et acceptable

production (MILOUD et al., 2001).

En outre, la salinisation est la principale menace pour la dégradation des sols agricoles
dans le monde entier surtout dans les régions arides et semi-arides (SOUGUEH CHEIK,
2021). Si des solutions efficaces ne sont pas appliquées dans I’avenir, il y’aura augmentation
de la salinisation des terres agricoles car selon I’ONU, environ 900 millions d’hectares entre
20% des terres irriguées et 6% de la masse terrestre mondiale sont touchés par ce phénomene
(KUMAR et al., 2020).

La toxicité ionique, I’absorption des nutriments est réduite et /ou le transport vers la
tige entraine un déséquilibre de nutriment (CHERIF-SILINI et al .,2019), 1’équilibre
hormonal perturbé (LUCHI et al .,2013), métabolisme protéique altérés (DANTAS et al .,
2005) et aussi inhibition d’activité enzymatique qui intervienne dans le métabolisme des
acides nucléiques (ARBONAet al ., 2005), ce sont tous des effets nefastes de la salinité sur la

croissance des plantes et sur leur développement.

Pour faire face a ce sérieux probléeme, de nombreux scientifiques ont essayé de
développer des cultures tolérantes au sel en améliorant les plantes, mais en raison de la
complexité génétique et physiologique du caractére de tolérance, ces efforts ont connu un
succes limité (DWIVEDI et al., 2010).

La technologie microbienne utilisée dans I’agriculture conduit a identifier de nouvelles

souches bactériennes, efficaces pour améliorer la croissance des plantes. C’est par les PGPR

-
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(Plant Growth Promoting Rhizobacteria) qui sont des micro-organismes rhizosphériques
empaquetant le développement des plantes (KLOEPPER et BEACHAMP, 1992 ; GLICK,
1995). Leurs réponses aux facteurs de stress externe les rend compétitives, et inoculer des
plantes stressés par des souches PGPR diminue le stress salin (ASHRAF et al., 2008 ;
SAHARAN et NEHRA, 2011). L’association des microorganismes halotolérants aux racines

des plantes nous donne une meilleure fertilité des sols salin (HALMAN et al., 1997).

D’aprés ASHRAF et al (2008), en raison de nombreuses éetudes réalisées, le nombre
d’especes bactériens qui sont identifiées comme PGPR a augmenté car a I’heure actuelle elles
incluent des divers taxons bactériens. Mais, il faut prendre en considération 1’adaptation de
I’inoculant a une plante et a un écosystéme particulier avant de sélectionner et d’utiliser les

PGPR car il représente un défi scientifique majeur (RICHARDSON, 2001).

La sélection de la souche PGPR efficaces est basée sur la caractérisation de ses
propriétés qui favorisent la croissance des végétaux (CATTELAND et al., 1999). Plus
souvent ses propriétés sont : la production d’auxine (phytohormone), la fixation d’azote, le
cyanogene (HCN), la solubilisation du phosphate, la production des sidérophores et I’activité
enzymatique (CATTELAN et al., 1999).

L’objectif de notre étude vise a isoler des bactéries de la rhizosphéere de milieux salins
afin d’améliorer la production céréaliére, plus exactement, du blé dur en Algérie. Parmi les
variétés du blé dur cultivées en Algérie. Afin de réaliser notre travail, ce présent mémoire est

subdivisé en trois parties :
La premiére partie: Revue bibliographique ;
La deuxieme partie: Matérielles et Méthodes ;

La troisiéme partie: Résultats et Discussion.

-
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Chapitre I : Revue bibliographie

I- Rhizobactéries promotrices de la croissance des plantes :

1- La rhizosphére :

1-1-définition de la rhizosphére :

La rhizosphére est un systéeme assez complexe, non seulement a définir, mais parce
que c’est un systétme dynamique plutdét qu’un systeme statique, saisonnier et qui est
fortement influencé par des facteurs biotiques et abiotiques (PHILIPOT et al. 2013). Il est
donc, trés important de visualiser et de définir la rhizosphere en termes dynamique d’espace
et de temps (KUZYAKOQOV et RAZAVI, 2019). Selon MARQUEEZ.A (2021),larhizosphére
est un systéme qui apporte de nombreux avantages aux plantes, c’est leurs racines qui
interagissent avec le sol et ses microorganismes pouraméliorer la fertilité du sol tout en
favorisant la dégradation des produits chimiques toxiques, cette association est nhommée
Rhizocénose. La rhizosphere d’aprés OROZCO-MOSQUED et al (2022), est un micro-
écosystéme ou se déroule une série d’interactions complexes entre les Rhizobactéries du sol

et les exsudats racinaires des plantes.
1-2 -Interaction plante-bactéries :

Entre les plantes et les communautés microbiennes (les bactéries, les archées, les
champignons, les protozoaires et les algues) une grande intimité poursurvivre (YING et al.,
2020). Les plantes et leurs phytomicrobiomes forment un halobiote (LYU et al., 2021). Ces
micro-organismes peuvent survivre en tant qu’endophytes dans les systémes racinaires, en
tant qu’épiphytes sur les surfaces des feuilles et des racines ou bien libres dans les sols
entourant les racines (AMOO et al., 217).

Parmi les grands contributeurs a la diversité des écosystéemes terrestres, les micro-
organismes du sol controlent presque tous les cycles biogéochimiques (AMOO et
BABALOLA, 2017). lls sont aussi capables d’influencer la disponibilité des nutriments pour
les plantes par sécrétion d’ensembles de molécules avec capacité de solubilisation, de
réduction et d’oxydation, par contre, la survie de ces micro-organismes est assurée par les
exsudats sécrétés au niveau des racines en leurs conférant une source de nutriments

facilement accessibles (Pl et al., 2015).

L’effet des micro-organismes sur les plantes dépend largement de 1’environnement.

Cet effet peut étre positif, neutre ou négatif, mais I’'impact le plus et mieux étudié de

-
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I’interaction plante- microorganisme est 1’effet positif sur la croissance des plantes. Les
microbes bénéfiques peuvent contribuer a la nutrition des plantes soit par la fixation de
I’azote atmosphérique, la solubilisation des nutriments, 1’augmentions de la surface des
racines des plantes qui est attribuée directement aux molécules bioactives synthétisées par
les bactéries tel que les phytohormones (LYU et al., 2021) ou bien 1’amélioration de
I’absorption des nutriments tel que les Rhizobactéries qui sont capables d’augmenter la
mobilité du fer par la libération des composées chélateurs nommés les sidérophores

microbiens (MS) qui ont une grande affinité pour Fe3* (P1l et al., 2015).

2- Les Rhizobactéries:

2-1-Définition des bactéries promotrice de la croissance des plantes (PGPR):

Les Rhizobactéries promotrices de la croissance des plantes ou « Plant Growth
Promoting Rhizobacteria » (PGPR) désigne I’ensemble des bactéries ayant un effet
bénéfique sur la croissance et le développement des plantes (RAMJEGATHESH, 2013).

Le terme PGPR a été introduit pour la premiere fois en 1980, par Kloepper, en
utilisant des Pseudomonas fluorescents comme stimulateurs de croissance capables de
résister aux phytopathogénes. Ce terme s'est métamorphosé pour inclure toutes les
Rhizobactéries capables d'améliorer la croissance végétale. Parmi les r6les majeurs attribués
a I’action des PGPR la protection contre les pathogénes, 1’augmentation de l'absorption de
nutriments, 1’amélioration des fonctions racinaires, la germination et la production de

graines qui sont les plus notables (AMIR et al., 2005 ; KENNETH etal., 2019).
2-2-Mécanismes d’action des PGPR sur les plantes :

Les mécanismes d'action des PGPR ont été regroupés en mécanismes directs et
indirects. Bien que la différence entre les deux ne soit pas toujours évidente, les mécanismes
indirects, en régle générale, sont ceux qui se produisent en dehors de la plante, alors que les
mécanismes directs sont ceux qui se produisent a l'intérieur de la plante et affectent
directement le métabolisme de la plante (JARGENSEN et al., 2000).

-
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2-2-1-Mécanismes directes :

2-2-1-1-Fixation d’azote :

L'azote occupe 78% du volume total de I’atmosphére. C’est I’un des nutriments
majeurs des plantes et le facteur limitant dans les écosystémes agricoles
(GOLUBYATNIKOV et al., 2013). Il existe plusieurs micro-organismes rhizosphériques
qui assurent la fixation de ’azote atmosphérique et le transforment en ammoniac, qui est la
forme assimilable par la plante a 1’aide d’un systeme enzymatique complexe nommé les
nitrogénases (SATHYA et al., 2017). Les mécanismes symbiotiques et non symbiotiques
sont deux mécanismes par lesquels les PGPR fournissent aux plantes 1’azote aprés 1’avoir
fixer de I’atmospheére (GOUDA et al., 2018).

La fixation non symbiotique de 1’azote atmosphérique fournit en général un flux
d’azote plus faible aux plantes associées que la fixation symbiotique (SWARNALAKSKMI
et al., 2016). La fixation de l'azote atmosphérique non symbiotique s’effectuent par
différents Actinobatriaendophytes tels que Arthrobacter, Agromyces, Corynebacteriu,
mycobacteruim, Micromonaspora et streptomyces(SATHYA et al.,2017). Les Rhizobia
forment des relations symbiotiques par formation de nodules sur la racine des plantes hote
(NIMAICHAND et al., 2016).
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2-2-1-2-Solubilisation du phosphore:

La plupart du phosphate se trouve sous forme insoluble dans le sol ce qui le rend non
assimilable par les plantes (HII et al., 2020).Le phosphate constitue 1’élément clé dans
I’augmentation de la production agricole apres 1’azote. Il joue un role vital dans les activités
métaboliques végétales comme le transfert/stockage d'énergie. Il joue également un role
efficace dans la photosynthése, la respiration, la formation de la membrane cellulaire, la
glycolyse et pratiguement, toutes les activités enzymatiques (AHMAD et al., 2018 ;
BILLAH et al., 2019).

La solubilisation du phosphate est I'un des traits les plus ciblés pour sélectionner un
PGPR performant. Les bactéries connues pour étre des solubilisatricesdephosphate sont
Achromobacter  xylosoxidans, Azotobacter chroococcum, Pseudomonas putida,
Acetobacterdiazotrophicus, Agrobacteriumradiobacter, Arthrobactermysorens,
Bradyrhizobiumjaponicum, Enterobacteraerogens, Gluconobacterdiazotrophicus,
Rhizobium melilotietPantoeaagglomerans (SASHIDHAR et PODILE, 2010 ; SHARMA,
2011 ; KRISHNARAJ et DAHALE, 2014).

2-2-1-3-Production de sidérophores :

Les sidérophores sont de petites molécules a faible poids moléculaire, produits par
des bactéries et des champignons. Ils ont une forte affinité pour chélater le fer ferrique afin
de répondre aux carences de fer.lls sont synthétisés et secrétés par presque tous les micro-
organismes procaryotes eucaryotes a 1’exception de ces trois espéces : Saccharomyces
cerevisiae, Cryptococcusneofomans et Candida albricans. Ces derniers possedent une
machinerie moléculaire qui permet ’utilisation des sidérophores sécrétés par d’autres micro-

organismes (BENZINA TIHAR.F et al., 2020).

2-2-1-4-Production de phytohormones :

Les phytostimulateurs ou les régulateurs de croissance des plantes sont des molécules
organiques qui agissent a de faibles concentrations et cela en inhibant ou activant la
croissance des vegétaux. Les PGPR ont la capacité de produire ces phytohormones comme
les cytokines, les gibbérellines, 1’éthyléne et 1’acide indole acétique qui est 1’hormone

principale et la plus produite par les plantes (Prasad et al., 2019) .

-
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» Production de I’acide indole acétique (AIA) :

C’est 'une des principales hormones de la classe des auxines biologiquement
activent pour la croissance des plantes (BICHNU et al., 2021). Les PGPR produisent de
I’AIA généralement sous forme de métabolite secondaire en utilisant des substrats riches
exsudés par les racines des plantes (BOUALI, 2017), sa biosynthese différe chez les
microorganismes selon la végétation, les souches bactériennes et les parametresphysico-
chimiques du sol (BANU et al., 2018).

L’AIA agit positivement sur plusieurs niveaux surtout lors de changement des
conditions environnementales. Il agit sur la biosynthese de la paroi cellulaire et les protéines.
Ainsi sur la pression osmotique en la diminuant par augmentation de la perméabilité de la
cellule en eau. Il influence aussi la croissance des racines par ramification en accélérant le
taux de développement du systeme racinaire. L’ AIA promeut 1’activité antioxydant et inhibe
I’abscission des feuilles et induit la floraison et la fructification (GOUDJAL et al., 2015 ;
BSHUN et al., 2021).

> Production de cytokinines :

Ce sont des phytohormones qui ont un réle pratiguement essentiel dans tous les
aspects de la croissance et du développement des plantes (VEJAN et al., 2016). Sont aussi
impliquées dans le développement du systéme vasculaire dans I’embryogencse de la
formation de nodules et en réponse aux changements environnementaux (HONIG. M et al.,
2018).

Ce type de molécules sont produites par plusieurs PGPR : Azotobactersp,
Pantoeaaggmanerans, Rhiaobumsp, Rhodospirilumrubrum, Psodomonasfluorescens et
Bacillus sutilis (GUBTA et al., 2015). Ainsi que divers genresd’Actinobacteria (VANDER
MEW et al., 2017).

> Production de gibbérellines :

Elles sont impliquées principalement dans le processus de développement des
plantes comme la division cellulaire, la germination des graines, le développement des
fruits,(VEJAN et al., 2016).Elles ont aussi un réle primordialdans le transport des
métabolites, la synthése des chloroplastes et la morphogénése des tiges (RIZZA, A et al.,
2019).

-
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2-2-2-Mécanismes indirectes :
2-2-2-1-Compétition pour 1'espace et les nutriments :

Les Rhizobactéries bénéfiques par association a une colonisation importante des
racines ou des sites d’infection, réduisent la maladie des plantes dans la rhizosphere.
(BENZID et al., 2012). La capacité d’utiliser rapidement et efficacement les nutriments qui
sont présents en faible concentration et persister longtemps dans le sol est un important
aspect sur la compétitivité d’une PGPR (LABUSCAGNE et al., 2010). D’une maniére
générale, lacompétitionpour 1’espace et les nutriments est un mécanisme de lutte biologique
utilisé par les PGPR pour faire face aux phytopathogenes. Cette compétition peut étre entre
deux ou plusieurs microorganismes. Quel que soit la compétition pour 1’espace, les
nutriments ou autres facteurs environnementaux, elle devient militante pour leur croissance
(PRASAD, 2017).

2-2-2-2-Antibiose :

L’antibiose est considérée comme 1’'un des puissants mécanismes utilisés par les
PGPR dans le sol contre les phytopathogéenes (GUPTA et al., 2015). Elle est aussi I’un des
plus efficaces dans la prévention de la prolifération des phytopathogénes par la synthese des
composés antimicrobiens, en particulier des bactériocines, quiprocedent un spectre d’activité

bactéricide plus au moins large sur les germes pathogenes (PATIL et al., 2017).
2-2-2-3-Production de cyanure d’hydrogéne (HCN) :

Le cyanure d’hydrogene fait partie de Cyanides. C’est un métabolite secondaire qui
peut étre directement produit de la glycine et de glycosidescyanogénes (BAKKER ET
SCHIPPERS, 1987). Chez les microorganismes la production de I’acide aminée glycine est
considérée comme le meilleur précurseur de la production de cyanides (ASKILAND et
MORRISON, 1983). Le HCN produit par les PGPR est trés bénéfique pour les plantes, car il
posséde un réle d’antagonisme contre les maladies racinaires (DEFAGO et HAAS, 1990).
L’environnement dans lesquels les Rhizobactéries évoluent affecte largement cette
production, ainsi les acides aminés rhizosphériques, les exsudats racinaires, la présence des
sidérophores, et le fer disponibles (KNOWLS et BUNCH, 1968).

-
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2-2-2-4-Enzymes lytiques :

L’activité enzymatique est parmi les mécanismes de biocontrdle qui ont été étudiés.
Utilisés par les Rhizobactéries favorisant la croissance des plantes par production de
certaines enzymes telles que la B- 1,3-glicanase, la B-1,4- glucanase, la B-1,6-glucanase la
cellulase, la chitinase, la protéase, I’amylase et la pectinase. Ces bactéries sont capables
donc de synthétiser une grande variété d’enzymes extracellulaires (KUMAR et DUBEY .,
2012 ; MARLINEZ-HIDALGO et al., 2014).Cette production enzymatique présente une
activité hyper parasitaire attaquant les agents pathogenes par sécrétion d’hydrolase a partir
de la paroi cellulaire (SATHYA et al.,2017). Grace a cette activité, les PGPR jouent un rdle
trés important dans la croissance des plantes, en particulier la protection contre le stress

biotique et abiotique en supprimant les champignons pathogéenes (GUPTA et al., 2015).

<
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Figure n° 02: Représentation schématique des mécanismes d’action directs et indirects
employés par les PGPR (NGOMA et al., 2012).

I1-Les milieux salés et les bactéries halophiles :

1-Les milieux salés :

Le grand défi mondial des régions arides et semi-arides est la production agricole qui
est affectée par la salinité. Car 20% du total des terres cultivées et 33% des terres agricoles
irriguées dans le monde en sont affectées. La salinisation touche plus d’un milliard
d’hectares de la surface terrestre avec un taux de 10 million par an. Par conséquent, la perte
économique causée par ce phénomeéne est estimée a 27,3 milliard de dollars (SOUGUEH,
2021).
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Dans les régions arides et semi-arides, 1’ Algérie compte plusieurs lacs salés qui sont
formé par de vastes pressions endoréiques continentales appelées Chotts et Sebkhas. Parmi
ces Chotts Elbaida et Tinsilt, dont il a éte révélé la présence de bactéries halophiles
(MENASRIA 2018 ; MENASRIA, 2020).

L’accumulation des sels dans les sols agricoles est accentuée par plusieurs facteurs
tels que I’augmentation de la température, 1’élévation du niveau de la mer, 1’accroissement

de I’évaporation et la surexploitation d’eau souterraine, (SOUGUEH, 2021).
1-1-Facteurs augmentant la salinité dans le sol :

La salinité des sols agricoles est accentuée par deux modes de salinisation, a savoir la
salinisation primaire dite naturelle et la salinisation secondaire dite anthropique
(MONTOROI, 2018 ; SOUGUEH, 2021).

La salinisation primaire englobe tous les facteurs naturels qui produisent des sels
dissous comme 1’altération et la dissolution des minéraux contenus dans les sols et les
rochés, les fusions magmatiques et les rejets volcaniques. Ces derniers sont transportés par
des agents naturels tels que les pluies, les riviéres, eaux souterraines, eaux de mer, eaux
géothermales et les accumulent dans les sols de nappe salée peu approfondie (MONTOROI,
2018).

Par contre, la salinisation secondaire est causée par les activités de I’Homme tout en
apportant des sels supplémentaires qui déséquilibrent la nature du sol. L’anthropique est a
I’origine d’environ 20% des sols salés. Parmi ces activités, on cite I’irrigation des sols
agricolesqui tient, en général, une place prépondérante, car 25% des sols irrigués sont
salinisés a des différents degrés par utilisation des eaux salées telles que les eaux usées,
agricoles, industrielles, et domestique. La déforestation et les constructions de barrages sont
a I’origine de la remonté des nappes phréatiques salées vers la surface des sols,ainsi que les
pratiques intensives (fertilisation, fertigation) qui intensifient la production de la biomasse
(MONTOROI, 2018).

1-2-La salinité et I’halophilie :

La salinisation selon RABHI (2011), est le phénoméne d’accumulation des sels

solubles sous forme d’anions et de cations dans le sol. Parmi ces derniers, on peut citer
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d’aprés BONGOUA DEVISME (2009), le Ca?*, Mg?* K*, Na*, CI, SOs, HCO3, COs? et
NOs".

Selon DAS SARMA et DAS SARMA (2017), quand la concentration des sels est

supérieure a celle de 1’eau de mer, qui est d’environ 39g/1, le milieu est qualifié¢ hypersalin.

Les halophiles sont les premiers organismes connus sous le nom d’extrémophiles ; ce
sont des organismes qui aiment le sel et supportent des concentrations élevées en sels a
celles de I’eau de mer, dans certains cas, ces concentrations peuvent atteindre la saturation
comme dans les lacs, déserts ou bassin (FLORES-GALLEGOS et al., 2019). Le groupe
bactéria est le domaine le plus diversifié des halophiles (MENSARIA, 2020).

2-Les bactéries halophiles :
2-1- Définition des bactéries halophiles :

Les bactéries halophiles sont définies comme étant des bactéries qui exigent pour
leur croissance une présence du sel généralement sous forme de chlorure de sodium NaCl et
elles proliféerent aux basses valeurs d’activité d’eau. Donc, elles tolérent des concentrations
tres élevées en sels (LOZACH, 2001 ; DECROUY, 2022). Elles peuvent survivre dans
différents écosystemes tels que les lacs ou marais salés, les mers, les sols, les habitats salins
et froids et aliments tres salés (DECROUY, 2022).

Les bactéries halophiles sont utilisées par le billet de leur production enzymatique
dans différents et plusieurs domaines tels que :

o L’industrie agroalimentaire pour produire des arébmes et des colorants ;
. L’industrie pétroliere pour faciliter I’extraction du pétrole brut ;
o La bioremédiation et la biorestauration des écosystémes endommagés, car

elles ont une capacité d’éliminer des résidus toxiques des métaux lourds comme le mercure,
le cuivre et le cadmium. Et elle peuventstabiliser et dégrader les déchets miniers d’une
maniére biologique efficace et sire (BENIDIR et al., 2021 ; DECROUY, 2021).

2-2- Classification des bactéries halophiles :

D’aprés DECROUY (2022), les bactéries halophiles peuvent étre classées selon leur
tolérance a la quantité du sel dans le milieu en trois catégories a savoir : les halophiles

faibles, les halophiles modeérées et les halophiles extrémes.
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» Les halophiles faibles : comme tous les microorganismes marins, 3% de tolérance en
salinité.
> Les halophiles modérees : avec une salinité de 3 a 15%.

> Les halophiles extrémes : elles peuvent tolérer jusqu’a 25%.
3-Mécanisme de tolérance des PGPR au stress salin :

C’est I’osmorégulation ou appelée encore halophilisme qui est la capacité de
s’adapter aux variations extérieures de pression osmotique par le développement des
mécanismes permettant de maintenir 1’équilibre osmotique de la cellule et ajuster la pression

par rapport au milieu extracellulaire (GALINSKI, 1995).

La compensation de la perte d’eau induite par la pression osmotique doit se faire par
le transport actif des molécules d’eau vers I’intérieur de la cellule, mais ce processus est
énergétiqguement irréalisable. Cependant, 1’osmoadaptation des halophiles s’appuient sur
I’accumulation de petites molécules dans leur cytoplasme (ROBERTS, 2005). Ces
molécules sont appelées aussi osmolytes ou solutés compatibles, peuvent étre de nature
organique comme : le tréhalose, ectoine, bétaine et proline, ou inorganique comme : le k™,
Mg?* et Na*. Elles sont excrétées dans le cytoplasme ou prises dans le milieu par la cellule
bacterienne (MUKHTAR et al., 2020).

La capacité de pouvoir s’adapter aux conditions hostiles et extrémes qualifie les
halophiles comme un groupe intéressant de microorganismes en représentant plusieurs
caractéristiques biotechnologiques et industrielles spécifiques (SINGH et al., 2018), telles
que la compétence de produire des biopolymeéres, des pigments, des antimicrobiens, des
solutés compatibles et des enzymes hydrolytiqgues (MARGESIN et SCHINNER,2001 ;
DASSARMA et DASSARMA, 2015).

4-Les impacts de la salinité :

D’aprées EL SABAGH et al. (2015), 1’¢lévation de la salinité dans le sol limite la
productivité et affecte négativement la croissance de la plante hote, le développement de
bactéries, des nodules racinaires et la capacité¢ de fixation de 1’azote. L’augmentation de la
salinité provoque la suppression de la photosynthese, réduit le rendement en masse seche
des tiges, des racines et de nodules avec la diminution de la survie des bactéries de ces
derniers dans le sol et la rhizosphere. Elle réduit aussi la biomasse et d’autres parametres

physico-chimiques tels que la teneur en eau et la perméabilité de la membrane.Par contre,
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les bactéries halotolérantes produisent des biomolécules de surfaces actives qui démontrent

I’activité symbiotique de haute qualité en cas de stress salin (ZAHRAN et al., 2017).
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I-Matériels :

Ce travail a été réalisé durant une période de 3 mois (Avril - Juin) au niveau du
laboratoire de Biochimie Analytique et Biotechnologies (LABAB), de 1’université
MOULOUD MAMMERI de Tizi-Ouzou. Il est divisé en deux parties: La premiere partie
consiste a sélectionner des bactéries du sol prélevées de zones rhizosphériques et la deuxiéme

partie c’est I’étude de leur effet sur la germination et la croissance du blé.

1-Les isolats bactériens :
Les six isolats utilisés dans cette étude nous ont été fournis par notre co-promotrice
Madame OULD OUALL.

2-Les graines du blé :

Dans notre expérience, on a utilisé les graines du blé dur (Triticum durum) variété
Simeto fournies par Centre National de Contréle de Semences (CNCS).

I1- Méthodes :
1-Le sol :

Le sol utilisé pour 1’étude in vivo de I’effet des isolats bactériens sur la croissance du
blé est un sol agricole de la commune d’Ouaguenoun (village Elkharba), située a 16 Km au

nord-est de Tizi-Ouzou.
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Figure n° 03 : Localisation du village Elkherbadela commune d’Ouaguenoun.
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Ce sol a été tamisé, homogénéiséet recueilli dans des sacs en plastiques.Puis, nous
avons stérilisé a 1’autoclave. D’autres analyses ont eté effectuées pour déterminer certains

caracteres physicochimiques a savoir la conductivité et pH de ce sol.

Figure n° 04: Echantillon du sol utilise.

2-Recherches de quelques caractéristiques desPGPR étudiées:

Dans le but de sélectionner les plus performants, les six isolats ont été testés pour cing
traits PGPR a savoir la fixation d’azote (N2), la production d’ammoniac (NH3), la production
du cyanured’hydrogene(HCN), laproduction d’Acide Indole Acétique (AIA) et Ila
solubilisation duphosphate.

2-1-La fixation d’azote (N2) :

La fixation d’azote a été éprouvée par ensemencant d’une culture jeune de chaque
isolat sur milieu solide exempte d’N2 (Burk’s N-Free) (WILSON et KINGHT, 1952)(annexe
n°01), puis incuber & 30°C pendant 48heures.

L’évolution de la croissance des bactéries indique la compétencede la fixation de

1’azote atmosphérique par ces isolats.
2-2 La production d’ammoniac (NH3) :

Pour vérifier la production de I’ammoniac, ensemencer Sml d’eau peptonée (annexe
n°02). Aprés incubation a 30°C pondent 48h, rajouter 0,25 ml de réactif de Nessler (annexe
n°09). SelonCAPPUCCINO et SHERMAN (1992) I’apparition d’une couleur jaune ou brune

est I’indicateur de la production d’ammoniac.
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2-3- La production du cyanure d’hydrogéne (HCN) :

Selon la méthode de LORCK (1948) inoculerle milieu HCN solide (annexe n°03) avec
une culture de 18 a 24 heures. Déposer du papier Wahtman stérile sur le fond interne du
couvercle de toutes les boites de Pétri. Imbiber bien ce papier avec une solution de picrate de
sodium. Seller parfaitement ces boites avec du Parafilm et incuber les a 30°C pendant 5 jours.
La capacité de la production de 1’acide cyanhydrique est révélée par le virage de couleur en

orange a rouge.
2-4- La production d’Acide Indole Acétique (AIA) :

La capacité de la production de 1’acide indole acétique est mise en évidence sur le
bouillon Luria Bertani (LB) (annexe n°04). Ce dernier est supplémenté de 0,5% du glucose et
1 mg / ml du tryptophane comme précurseur (DUCA et al.2014), sans autoclavage. Apres
incubation sous agitation a 30°C pondent 3 a 4 jours, centrifuger a 5000 rpm / 15 min puis
pipeter 1 ml du surnageantet ajouter 2 ml du réactif de Salkowsky (annexe n° 8). Le virage de
couleur en rose apres incubation a 1’obscurité et a température ambiante pendant 30 min
indique la production de I’AIA.

L’absorbance de la coloration rose apparue est mesurée par spectrophotomeétre a 530
nm. La détermination de la concentration de 1’AIA produite par chaque isolat est établie par
extrapolation sur une courbe d’étalonnage standard réalisé avec de I’AIA pure (BRIC et al.,
1991).

2-5- La solubilisation du phosphore :

La solubilisation de phosphate et testée par inoculation de 5ml du milieu liquide
Pikovskaya (PVK) (annexe n°05) par 300 ul de la suspension bactérienne. Le milieu PVK
contient le phosphate tricalcique Cas(PO4)2 comme source de phosphate (Pikovskaya, 1948).
Apres incubation sous agitation a30°Cpendant une semaine, on a centrifugé les cultures
bactériennes a 5000 rpm/min et récupéré le surnageant pour mesurer son pH. La capacité de

la solubilisation du phosphate est traduite par 1’abaissement du pH.

Les résultats de ce screening d’activites PGPRs nous ont permis de sélectionner trois

souches : S1, S2 et S5 pour étudier leur effet sur la germination et la croissance du blé.
3- Caractérisation des souches sélectionnées :

3-1- Caractérisation physiologique :
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3-1-1-Détermination de I’effet de la salinité :

Pour déterminer 1’effet de la salinité, des eppendorfs stériles contenant le milieu MH
mais a différentes concentrations de NaCl allant de 0% a 17,5%sontinoculés avec 100 ul de
chaque suspension bactérienne. Mesurer la densité optique (DO) a 600 nm aprés incubation a
30°C /24 h.

3-1-2 -Détermination de I’effet du pH :

Réaliser une gamme du milieu MH a différents pH allant de 4 a10. Inoculer 900ul de
chacun avec 100 ul de chaque suspension bactérienne. Mesurer la densité optique (DO) apres
incubation a 30°C / 24 h.

3-1-3 -Détermination de I’effet de la température:

Apres avoir ensemencé le milieu MH, les eppendorfs sont incubés a différentes
températures a savoir (4, 20, 25, 28, 30, 32, 35, 40) °C. Mesurer la densité optique (DO) apres
incubation a 30°C / 24 h.

3-2-Caractérisation phénotypique :
3-2-1-Caracteres macroscopiques :

L’observation des colonies a I’ceil nu et a I’aide d’une loupe a permis de déterminer la forme,

la taille, 1’¢élévation, la couleur la surface et 1’opacité de celles-ci.
3-2-2-Caractéres microscopiques :

La mobilité :

Le test de mobilité ou encore appelé test a 1’état frais est réalisé en déposant une goutte
de la suspension bactérienne sur une lame. Observer au microscope optique au grossissement
X 40 aprés I’ajout d’une goutte de bleu de méthyléne & immersion. Si on observe un
déplacement des cellules dans le méme sens, les cellules sont donc immobiles; si le
déplacement est dans tous les sens, donc les cellules sont mobiles.

Coloration de Gram :

La coloration de Gram est importante pour I’identification d’une bactérie isolée et
verification de sa pureté. Elle permet de déterminer le Gram, la forme et I’agencement des

cellules.
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3-3-Caractérisation biochimique :
Catalase :

La révélation de la catalase a été effectuée par le dépdt d’une goutte de la suspension
bactérienne sur une lame propre a laquelle on rajoute une goutte d’eau oxygéné (H20.). Le
phénomene d’effervescence est I’indicateur de la présence d’une catalase. Selon LEVY et al
(1992), une réaction catalase positivese traduit par I’apparition des bulles au dégagement

gazeux d’oxygene.
Oxydase :

On prépare des suspensions bactériennes dans des tubes puis on rajoute des disques
d’oxydase préts a I’emploi contenant de 1’oxalate N- diméthyl-paraphényléne diamine. Les
bactéries sont dites oxydase positives lorsqu’elles dégradentle substrat sur le disque et
donnent une coloration violette foncée aprés quelques secondes (MARCHALL et al., 1982).

Galerie biochimique :

La galerie API 20E comporte 20 microtubes contenant des substrats déshydrates. Les
microtubes sont inoculés avec une suspension bactérienne. Les réactions produites pendant la
période d’incubation de 24 heures 30°C se traduisent par des virages de couleur spontanés ou

par ’addition des réactifs.
4- Effets des souches sélectionnées sur les graines du blé :
4-1-Test de germination des graines du blé sur boites Pétri:
4-1-1-Stérilisation des graines du blé :
Les graines de blé préalablement sélectionnées ont été stérilisées comme suit :

e Tremper les graines dans une solution d’éthanol (70 %) pendant une minute sous
agitation manuelle Iégere.

e Les graines ont été ensuite resuspendues dans une solution d’hypochlorite de sodium
(4%) pendant 30 minutes.

e Enfin, dans la zone stérile, le lavage des graines avec 1’eau distilléestérile a été

effectué a six reprises dont les trois dernieres 15 minutes chacune.
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Figure n° 05: Sélection et stérilisation des graines du blé dur.
4-1-2- Bactérisation des graines :

Une suspension bactérienne a partir d’une culture jeune de chaque isolat sélectionné a
été préparée. Apres standardisation, on a reparti aseptiquement ces suspensions par lot d’une
maniére a avoir toutes les combinaisons possibles (S1, S2, S5, S1-S2, S1-S5,S2-S5 et S1-S2-
S5). Les graines du blé stériles sont immergées dans ces suspensions pendant une heure. Des
graines immergée dans du PBS (annexe n°06) sont utilisées pour le témoin négatif.
Déposerces graines dans des boites de Pétri contenant le milieu eau-agar (annexe n°® 07) et

incuber & 22°C pendant 3 & 5 jours. Mesurer la longueur des tiges et les racines.

Figure n°06 :Bactérisation des graines du blé dur.

4-2-Effet des isolats sélectionnés sur la croissance dublé (dans les pots) :

Les graines obtenues aprés bactérisation ont été semées dans des pots a raison de 3

graines par pot et 9 pots par lot, et chaque lot correspond a un inoculum. Ces pots ont été
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remplis avec un sol stérile et arroseé avec une solution saline de 125mM. L’irrigation a été

réalisée régulierement avec le méme volume d’eau de robinet stérile pour le sol sterile.

A la fin de la deuxiéme semaine, les plantules de blé obtenues ont été soigneusement

arrachées et débarrassées de I’excés du sol sur leurs racines.

La taille de la tige, de la racine, le poids frais et le poids sec de chaque plantule ont été
déterminés. Le poids sec des plantules est mesuré apres séchages des tiges et des racines
récoltées.

Figure n° 08 : Le ringage et le séchage de plantules de blé.
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5-Etude statistique :

Les calculs des moyennes et leurs presentations graphiques ont été réalisés sur un
tableur Excel 2007. L’analyse statistique est limitéeuniquement sur un seul paramétre de
croissance des plantules du blé qui est la longueur. Cette derniere est subdivisée en deux
variables : longueur des tiges et longueur des racines. Pour cela on a utilisé le Test ANOVA

Global et le Test ANOVA comparaison deux a deux. En utilisant le logiciel Excelstat.




CHAPITRE |1l ; Résultats et discussions






Conclusion

Conclusion :

Bien que le blé présente une grande importance dans le régime alimentaire algérien, sa
productivité est considérablement reculée ces derniéres années. Car, les aires agricoles
qu’occupent la filiere céréaliére et plus particulierement le blé se situent dans les zones arides
et semi-arides qui sont actuellement menacées par la salinisation. Cette derniere est causée par
plusieurs facteurs biotiques et abiotiques. Pour faire face a ce phénomene, plusieurs stratégies

ont été développées pour améliorer la croissance et le rendement des végétaux.

Parmi ces stratégies celles qui consistent a utiliser des méthodes biologiques pour
promouvoir la croissance et la productivité des végétaux et assurer ainsi leur protection contre

les phytopathogénes. C’est une biotechnologie qui fait appel aux rhizobactéries a traits PGPR.

Notre travail consiste a isoler et identifier des bactéries halophiles stimulatrices de la
croissance du blé dur, variété Simeto. Les isolats soumis a I’étude sont prélevés dans un

milieu hostile et hypersalin.

L’inoculation des graines de blé dur par ces bactéries halophiles et leurs combinaisons
sous stress salin a donné un effet bénéfique sur leur germination et leur croissance car on
enregistré une amélioration de la taille des tiges et la longueur des racines des plantules du
blé, ainsi que leurs poids frais et leur poids sec, qui est considérable surtout pour I’isolat S5

qui a mieux adapter aux nouvelles conditions de salinité,et la combinaison (S1- S5).

L’utilisation de ces bactéries halophiles comme de biostimulants favorisant la
croissance et la productivité de plantes reste une approche prometteuse pour améliorer la

croissance du blé dur dans les régions arides et semi-arides.

Pour améliorer et valoriser notre travail, nous citons quelques perspectives comme

suite :

e ldentifier nos bactéries.
e Application in-vivo (dans le champ) pour pouvoir étudier [I’interaction

microorganismes-plates.
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Annexes

Composition des milieux de culture et des réactifs :

Annexe n° 01: Composition d’un litre de du milieu Burk’sN. Free (Wilson
et kinght, 1952) :

NAC L i e e e e e e 0022300,
KH2PO4g. .o 0,48
KoHPO 4. ..o e 2. 0,98
NASO 4. .t e a0 .:0,000
CaC . e e e 0, 200
MOSO4TH20. ... e 0,18

Ph=7x0,1.

Annexe n°02 : Composition d’un litre d’eau peptonée :

Ph=7.
Annexe n°03: Composition d’un litre de milieu d’HCN solide:

GElOSE MULTIEIVE. . ..ttt ettt ettt et et et et et et et et et e et e e et e et et e e aeeneenes 23g.

Ph=7.



Annexes

Annexe n°04 : Composition d’un litre de bouillon de Luria Bertani (LB) :

50 011 ) 10g.
EXtrait de IOVUIe. ... e 5g.
L P 30g

Bau distille. ..o 1000ml.
Ph=7,00+0,2.

Annexe n°05: Composition d’un litre du milieu Pikovskaya (1948) :

Ca3(PO) 2. ettt S5g

(NH4)2S0s........... 0,5g

N et 0,2g

MgSO47H20.......... 0,1g
KL 0,2g

MNSOLZH20 . .. e 0,002g.
FESO4THRO. ... 0,002g.
EXErAIt A€ LEVULC. . . e e 0,5g.
GIUCOSE ..ttt e 10g
Eau distill€e. ... 1000ml.
Ph=7,2.

Annexe n°06: Composition d’un litre de PBS :

3 L 8g
K 0,2g
KH2P O . . e 0,24¢g
NB2HPO . . 1,44¢g
Eau distill€e. .. ... 1000ml

Ph=7,00 £0,2.
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