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Introduction

Introduction

La croissance et la productivité des plantes sont souvent influencées par des interactions

complexes avec les microorganismes présents dans leur environnement (Wardle et al., 2004).

Parmi ces microorganismes, les bactéries occupent une place importante en raison de leur
capacité a coloniser les racines des plantes et a établir des associations bénéfiques, connues sous le
nom de symbiose ou d'endophytisme (Pérez, 2013) .Ces bactéries bénéfiques, également appelées
bactéries promotrices de croissance des plantes, sont capables d'améliorer la croissance et la santé des
plantes par divers mécanismes, tels que la fixation d'azote, la solubilisation des nutriments, la

production d'hormones de croissance végétale et la protection contre les pathogénes (Sevilla , 2001).

Les régions sahariennes sont connues pour leurs conditions environnementales extrémes, notamment
la chaleur, la sécheresse et les sols pauvres en éléments nutritifs Malgré (Bendjida,2019). Ces défis,
certaines plantes spontanées sahariennes ont réussi a s'adapter a ces conditions difficiles et a
prospérer. On pense que ces plantes ont développé des associations symbiotiques spécifiques avec
des bactéries qui les aident a survivre et a croitre dans de telles conditions. L'étude des bactéries
associées a ces plantes sahariennes spontanées pourrait donc fournir des informations précieuses sur

les mécanismes qui favorisent la croissance des plantes dans des environnements arides et hostiles

(Compant, 2005).

Dans cette étude, notre objectif est d'isoler et de caractériser les bactéries présentes dans les
racines de quelques plantes spontanées sahariennes, ayant des effets PGPR et d’étudier leur capacité
a amélioré la germination des grains de 1’orge et de la tomate. Nous utiliserons des techniques de
microbiologie classiques, telles que 1'isolement sélectif des bactéries, la culture en milieu spécifique.
De plus, nous ménerons des tests de caractérisation fonctionnelle pour évaluer les capacités des
bactéries isolées, tels que la fixation de l'azote, la production d'auxines et la solubilisation des

phosphates.

En réalisant cette étude, nous espérons non seulement contribuer a I’isolement des souches
bactériennes prometteuses qui pourraient étre utilisées comme agents de biofertilisation pour
améliorer la productivité agricole mais aussi a la compréhension des interactions entre les bactéries

et les plantes dans les écosystémes sahariens et les zones arides et désertiques.
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I. Ecologie microbienne et bactéries favorisant la croissance des plantes

1. Ecologie microbienne

L'écologie microbienne est 1'é¢tude de la diversité des microorganismes dans la biosphére terrestre
et de la maniere dont ils interagissent avec leur environnement pour générer et maintenir cette
diversité (Xu, 2000).

La diversit¢ microbienne dans I’environnement peut étre mesurée par divers indices tels que la
diversité phylogénétique, la diversité des especes, la diversité des génotypes et la diversité génétique.
Les microbes, définis ici comme les bactéries, les archées, les virus, les champignons et les protistes,
qui sont les organismes les plus nombreux et les plus diversifiés sur terre. On estime qu'il existe
actuellement plus de 103° cellules microbiennes vivantes sur Terre, et plus 102° cellules dans le
sol seul, avec une biomasse mondiale d'environ 400 milliards de tonnes de carbone (Ladau et Eloe-
Fadrosh, 2019).

La recherche sur 1'écologie microbienne peut nous aider a améliorer nos vies en exploitant les
microbes pour la restauration de l'environnement, la production alimentaire, la bio-ingénierie de
produits utiles tels que les antibiotiques, les compléments alimentaires et les produits chimiques (Xu,
2006). Les plantes ont une relation étroite avec les microbes, la diversité et 'abondance des microbes
et les associations qu'ils forment avec leurs hotes dépendent largement du type de plante, de sa
composition génétique, de son age, de la saison de I'année et des conditions biotiques et abiotiques
environnantes (Mathur et Ulanova, 2022).

1.1. Ecologie microbienne du sol
Le sol est la partie superficielle de la crofite terrestre, plus ou moins molle et cassante. Il est causé

par divers facteurs (climat, propriétés de la roche meére et activité biologique, etc.), et le sol est un
milieu vivant composé de nombreux microorganismes, qui de la nature hétérotrophe (Bendjida et
Aouadi, 2019). Le sol provient de I'altération et de la transformation des roches par les changements
climatiques, l'atmosphere et les échanges d'énergie qui s'y déroulent. Il est considéré comme un
systeme dynamique complexe, en constante évolution au cours du processus de biotransformation
et de transfert d'éléments ou de composés par des microorganismes (bactéries, champignons, etc.)
(Figure 1) (Nabti et al., 2018). L’¢écologie microbienne du sol est I’étude des microorganismes dans
I’environnement du sol (Yarwood, 2021).

Les microorganismes affectent la teneur en éléments nutritifs, les propriétés physiques et chimiques
du sol, affectant ainsi la productivité primaire. En outre, de nombreuses activités anthropiques,
telles que le développement urbain, l'agriculture, la pollution et I'utilisation de pesticides, peuvent
affecter la diversité microbienne du sol. Par conséquent, la diversité microbienne du sol est la base

de la gestion durable de I'environnement et de I'évaluation de la qualité du sol. Comprendre la
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diversité complexe des communautés microbiennes dans les environnements du sol s'est avére étre
une tache difficile. Cela n'est pas seulement di a des limitations méthodologiques mais aussi a un
manque de connaissances taxonomiques. Ces dernieres années, des recherches approfondies on en
nous concentrant sur la diversité microbienne du sol, nous espérons acquérir une meilleure
compréhension de la boite noire du sol (Pierre-Alain et al., 2011 ; Bing-Ru et al., 2005).

Les microorganismes du sol sont des acteurs clés dans des processus écologiques importants tels que
les cycles biogéochimiques du carbone, de I'azote, du phosphore et du soufre, affectant directement
toute vie sur Terre. Notez que 1 gramme de sol/sédiment peut contenir

10%cellules bactériennes (Whitman et al. 1998).

Microorganismes Microfaune Mésofaune Macrofaune Mégafaune

Bactéries

Champignons
Protozoaires i
Nématodes:

. Acariens
o B Collemboles
y &’ f’, :  Diploures
& — Symphyles

Enchytreides
Isoptéres / Fourmis
Dipteres
Isopodes &),
Myriapodes o’
Aranéides -
Coléopteres 1:\"-
Mollusques
Oligochetes

200 um 2 mm 20 mm

Vertébrés

1 2 4 8 16 32 64 128 256 5121024 1 2 4 8 16 32 64 128 256 512 1024
um mm

Figure 1 : Classification des organismes du sol selon leurs tailles (Swift et al., 1979).

1.2. Ecologie microbienne de rhizosphere
La rhizosphere est 1'un des écosystemes les plus complexes. C'est une niche écologique entre

différents microorganismes et divers systémes racinaires voisins. Il y a deux ¢léments essentiels pour
la croissance des plantes : la présence de lumiére et la disponibilité de 1'eau et des nutriments dans le
sol. Son volume varie selon le développement du systéme racinaire : il comprend 0,1 a 1 % du sol
total dans les écosystémes forestiers et pres de 100 % du premier centimetre de sol dans les prairies

(Figure 2) (Bazot, 2005).

Aujourd'hui, la rhizosphere est définie comme le lieu ou le sol, les plantes et les microbes
interagissent. Ces interactions dépendent des conditions physiques du milieu et des organismes
impliqués (Norini, 2007). La composition physicochimique et biologique de la rhizosphére differe
significativement des sols cultivés et non cultivés ( Morgan, 2005).

La zone de la rhizosphére peut étre divisée en trois parties : le thizoplan, c’est la surface des racines

des plantes, constitue un milieu exceptionnel riche en nutriments pour les microorganismes;
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I’endorhizosphére, c’est une zone intraracinaire colonisée aussi par les bactéries ; et I’ectorhizosphere
qui est la zone externe située apres le rhizoplan (Bassair et Lakhdar, 2022).

Certains phénomenes écologiques se produisent au niveau de la rhizosphére. En effet, les racines
libérent une grande quantité de matiére organique sous forme de mucilage, Il est estimé et plus que
de 40 % des produits de la photosynthése ( Soufiane, 1999). Les plantes liberent des exsudats
racinaires composés de substances organiques carbonées et azotées (polysaccharides, acides
organiques et protéines ) ( Mench., 1985).

Les racines modifient les propriétés physicochimiques et microbiennes du sol de la rhizosphére. Cet
effet résulte de 1'absorption d'eau et d'éléments minéraux par les racines, mais surtout de la libération
de composés organiques. Le volume de sol affecté par la rhizosphére est déterminé par la zone de
diffusion des molécules organiques solubles et des composés volatils libérés par les racines (York et
al.,, 2016). Les exsudats racinaires sont un facteur cl¢ dans les échanges entre les plantes et les
bactéries de la rhizosphere, et la densité et la diversité microbienne autour du systéme est directement
liée a la quantité d'exsudat et a la nature des racines, et cette influence se manifeste par des
changements dans la croissance de la plante (Lemanceau, 1992).

Certaines interactions entre plantes et microbes sont bénéfiques, comme la symbiose entre
légumineuse et rhizobium, qui permet aux plantes de fixer I'azote dont elles ont besoin. De plus, les
rhizobactéries favorisant la croissance des plantes (Plant Growth Promoting Rhizobacteria, ou PGPR)
sont de bons candidats pour 1'inoculation car elles colonisent les racines et créent un environnement
propice a leur développement et a leur fonctionnement (Souza et al., 2015). Au niveau de la
communauté microbienne, il existe également une compétition intense entre les bactéries (Rangin et
al., 2008). Bien qu’il y ait dans la rhizosphére une quantité des microorganismes au moins 1000 fois
plus importante que dans le sol ambiant non influencé par les racines, les especes présentes sont 10 a

100 fois moins diversifiées (Alabouvette et Cordier, 2018).
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Figure 2: Représentation schématique de la rhizosphére (Benhacene, 2016).

2. Rhizobactéries et la promotion de la croissance des plantes
Les rhizobactéries sont des bactéries capables de se multiplier et de rivaliser avec d'autres microbes

pour accabler cette zone riche en nutriments. L'association, l'action et l'impact des rhizobactéries
sur les plantes dépendent de leur établissement réussi dans l'environnement de la rhizosphere et elles
peuvent avoir des effets positifs et négatifs sur la croissance des plantes. Prés de 5 % des bactéries de
la rhizosphére favorisent la croissance des plantes et protégent contre les agents pathogenes (Suslow,
1982; Weller, 1988). L'inoculation des semences avec ces rhizobactéries bénéfiques se traduit
généralement par des accroissements de rendement d'environ 10 a 30% (Suslow, 1982). Ces
rhizobactéries appartiennent a différents taxons bactériens. Ils sont classés comme rhizobactéries
favorisant la croissance des plantes (PGPR) (Karima, 2018).

Le terme PGPR vient de l'anglais « Plant Growth Promoting Rhizobacteria », qui désigne
généralement des bactéries ayant des effets bénéfiques sur la croissance et le développement des
plantes (Nada, 2021). Les rhizobactéries connues sous le nom de PGPR stimulent directement la
croissance des plantes en augmentant l'absorption des nutriments du sol, en induisant et en produisant
des régulateurs de croissance des plantes et en activant les mécanismes de résistance induits chez les
plantes. Ils stimulent indirectement la croissance des plantes par I'antagonisme des communautés
microbiennes nuisibles, par la transformation des métabolites toxiques et la stimulation de la
nodulation des Iégumineuses par les Rhizobactéries. La mise en place d'associations PGPR-plante est
cruciale pour l'expression des effets bénéfiques. Les rhizobactéries sont des bactéries qui ont une forte
capacité a coloniser les racines (Hallmann et al., 1997).

Les rhizobactéries sont des PGPR qui peuvent favoriser la croissance des plantes par de multiples

mécanismes par exemple, solubilisation du phosphate, production de sidérophores, la fixation
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biologique de I’azote, la production de la rhizosphére désaminase I1-aminocyclopropane-1—
carboxylate (ACC), la production des phytohormones, activité antifongique, génération de composés
organiques volatils (COV) (Weller et al., 2002).

2.1. Interaction entre les microorganismes de la rhizosphére
Au niveau de la rhizosphére, qui est une zone riche en matiére organique, les populations

microbiennes sont trés riches. Les interactions microbiennes sont nombreuses et trés fortes, et sont
catalysées par les exsudats racinaires qui favorisent certains groupes de microorganismes au dépend
d'autres au sein de la communauté microbienne. Les interactions sont les suivantes (Meyer et al.,

2019) :

» Commensalisme
Le commensalisme, schématiquement, est une association biologique entre deux especes dans
laquelle une espece (le commensal) gagne des avantages tandis que l'autre (I'hdte) n'a ni avantages ni
inconvénients. Au niveau de la rhizosphére, la symbiose se manifeste notamment par des microbes
modifiant les conditions environnementales (humidité, pH, pression osmotique, etc.) pour créer un
climat favorable au développement d'un autre microbe. De plus, certains organismes dégradent ou
neutralisent des substances toxiques, favorisant ainsi la croissance d'autres organismes (Belkadi et
Koliai, 2016).

» Mutualisme
La symbiose est I'association constante, obligatoire et spécifique entre deux organismes, dont chacun

bénéficie de l'association (Mohamedatni et Chikhaoui, 2018).

Les mutualistes sont courants, en particulier dans les environnements pauvres en nutriments, ou les
liens entre I'hote et le symbiote permettent aux partenaires symbiotes de persister et de surpasser
collectivement les espéces non symbiotes. Typiquement, ces relations symbiotiques sont basées sur
le transfert mutuel d'énergie et de nutriments (tels que le carbone et 1'azote) entre 1'hote et le symbiote
(Bedgood et al., 2020). L'exemple le plus courant au niveau de la rhizosphere est la fixation

biologique de l'azote (BNF) (Bezghiche ez al., 2021).

» Antagonisme
En écologie, le terme antagonisme fait référence a l'inhibition ou a 1'effet néfaste d'un organisme par
rapport a un autre dans une population microbienne mixte. L'antagonisme se manifeste généralement
soit par une compétition, un hyperparasitisme, une production de sidérophores ou par une antibiose

(Benhacene, 2016).

» Compétition
Compétition entre deux ou plusieurs microorganismes pour les nutriments, l'espace ou d'autres

facteurs environnementaux qui limitent la croissance. L'effet sélectif des exsudats racinaires sur les
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communautés microbiennes résulte de la compétition entre les souches a croissance lente et les
souches a croissance rapide, ces derniéres étant particulieérement favorisées dans la rhizosphere

(Hinsinger et al., 2005).

» Hyperparasitisme
L'hyperparasitisme est l'attaque directe d'un microorganisme, il implique la croissance de 1’agent de
biocontrole au détriment du pathogéne qui constitue alors la source de nutriments. La rhizosphére qui
héberge une large variété de populations microbiennes, constitue un milieu favorable pour I'apparition

du parasitisme (Gagne et al., 1985).

2.2. Interactions entre plante-microorganismes

La plupart des études de microbiologie de la rhizosphere, en particulier celles décrivant les
coopératives interactions plantes-microbiens, se concentrent uniquement sur les bactéries et les
champignons. Ainsi, Clémentine en 2013 rapporte que ces deux microorganismes ont des habitudes
nutritionnelles différentes, ainsi que des relations saprophytes ou symbiotiques diverses, qu'elles
soient nocives (pathogeénes) ou bénéfiques (mutuelles), les bactéries et champignons saprophytes
bénéfiques favorisant la croissance et la santé des plantes. Les symbiotes mutualistes bénéfiques pour
les plantes comprennent les bactéries fixatrices d'azote (N2) et les champignons mycorhiziens

arbusculaires (CMA) (Barea et al., 2005).

2.3. Diversités taxonomiques des bactéries favorisant la croissance des plantes
Ces derniéres années, le nombre de PGPR identifiés a considérablement augmente, principalement

parce que le r6le de la rhizospheére en tant qu'écosystéme est devenu de plus en plus important dans
le fonctionnement de la biosphére, et les mécanismes d'action des PGPR ont été bien étudiés. Ces
microorganismes cultivables, présentant une diversité de genres et d'espéces, appartiennent
principalement a quatre phyla (Hugenholtz, 2002).

Les principaux groupes de PGPR se trouvent dans les phylums : Actinobacteria, Bacteroidetes,

Firmicutes et Proteobacteria (Figueiredo et al., 2011) (Figure 3).
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Figure 3: Schéma conceptuel montrant I'enrichissement (rouge) et 'appauvrissement (bleu) des
taxons et fonctions de la communauté bactérienne dans la rhizosphére par rapport au sol brut (Ling

etal., 2022).

2.3.1. Actinobactéries
Les actinobactéries sont généralement des bactéries a Gram positif, dont 'ADN est riche en guanine

et en cytosine (Barka et al., 2016; Ventura et al., 2007).Les actinobactéries comprennent certains
des types de sol les plus courants et jouent un réle important dans la décomposition de la matiére
organique, comme la cellulose et la chitine, dans le renouvellement de la matiére organique et le cycle
du carbone, reconstituant I'approvisionnement en nutriments dans le sol et la formation de I'humus
(Hamedi et Mohammadi, 2015).

Les actinobactéries peuvent favoriser la croissance des plantes grace a leur capacité a coloniser la
rhizosphere grace a leur antagonisme et a leur compétition avec les autres microorganismes du sol
pour une meilleure nutrition des plantes et représentent une part importante de la biomasse
microbienne dans le sol de la rhizospheére. Plusieurs études ont montré que la colonisation par les
actinobactéries peut également entrainer une augmentation de la vigueur des plantes et conférer une
tolérance aux stress biotiques et abiotiques, améliorer la tolérance a la sécheresse et améliorer
l'utilisation des nutriments (Ajar et al., 2017).

Les actinomycétes jouent également un role important dans le contrdle biologique des maladies. Ils
utilisent différents mécanismes pour controler les agents pathogenes des plantes, a savoir, I’antibiose,
la compétition, le parasitisme, la production d’HCN, I’induction des mécanismes de la résistance de
la plante, etc (Zamoum et al., 2015).

Dans le phylum des Actinobacteria, le genre Frankia est un microorganisme symbiotique fixateur
d'azote. Cette capacité est l'un de ces traits. Ces bactéries sont apparentées aux actinomycetes qui
initient la colonisation des sols pauvres ou dégradés. D’autres Actinobacteria sont également des

promoteurs de croissance des plantes mais ne participent pas a la symbiose (Bahlouli, 2021).
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2.3.2. Bactéroidetes
Le phylum "Bacteroidetes" comprend trois grands groupes de bactéries, "Bacteroidia",

"Flavobacteriia" et "Sphingobacteriia", qui sont largement distribuées dans I'environnement, en
particulier dans le sol (Naidji, 2020).

Le phylum Bacteroidetes est un phylum bactérien tres diversifié, dont le nom a changé plusieurs fois
au cours des derniéres années. Il est aussi connu sous le nom de groupe Cytophaga Flexibacter
Bacteroides (CFB), appellation qui refléte la diversité des organismes présents dans ce groupe
phylogénétique. Selon le Manuel de bactériologie systématique de Bergey. Le phylum Bacteroidetes,
représentant environ 7000 especes différentes. La classe la plus importante est celle des
flavobactéries, regroupant environ quatre fois plus d’especes que les trois autres. Ces bactéries sont
toutes Gram négatif, couvrir un mélange de types physiologiques, de bactéries strictement anaérobies
a flavobactéries strictement aérobies. Ils sont non mobiles, flagellés ou se déplacent en glissant.

Les membres de 'embranchement des Bacteroidetes ont colonisé de nombreuses niches écologiques
différentes, notamment le sol, I'océan, 1'eau douce et le tractus gastro-intestinal (GIT) des animaux,
ou ils remplissent diverses fonctions biologiques. Ils sont particulieérement connus pour leur capacité
a dégrader la matiere organique polymérique. Cette revue décrit les connaissances actuelles sur le
role et les mécanismes de dégradation des polysaccharides par les Bacteroidetes dans leurs habitats
respectifs (Thomas et al., 2011).

Les Bacteroidetes se développent grace a leur capacité a sécréter diverses enzymes a activité
glucidique (CAZymes) qui ciblent les glycanes trés variés du sol. Les Bacteroidetes utilisent un
systeme d'organisation du génome économe en énergie avec la majorité des CAZymes regroupés sur
les sites d'utilisation des polysaccharides(Larsbrink et McKee, 2020).

2.3.3. Firmicutes
Les Firmicutes sont des bactéries telluriques a Gram positif (Nasution et al., 2017). Les principaux

habitats des Firmicutes sont le sol et la rhizosphere, en particulier les racines des plantes. Par exemple,
les bactéries Bacillus se trouvent pres des racines des plantes (Sivasakthi et al., 2014).

Connus pour leur potentiel a favoriser la croissance des plantes, les Firmicutes présentent plusieurs
avantages par rapport aux autres genres bactériens en sécrétant des antibiotiques, des molécules de
signalisation peptidiques et des enzymes extracellulaires. Les espeéces/souches bactériennes du genre
Bacillus peuvent produire des auxines comme I'acide indole-3-acétique (IAA), dissoudre le
phosphate, fixer 1'azote et avoir des propriétés de biocontrdle telles que la production de HCN,
d'hydrolases et de sidérophores et notamment d’ACC désaminase (Senthilkumar ez al., 2009).

Au sein de ce phylum, Bacillus est le genre le plus dominant. Ils représentent environ 95 % de la flore
1solée. Ce sont des bacilles a Gram positif, isolés ou en chaines, capables de sporuler, et généralement
mobiles (certains variants sont immobiles, comme B. anthracis) (Cherif, 2018). Ce sont des bactéries

aérobies ou aéro-anérobies facultatives formant des endospores (Naidji, 2020). Le genre Bacillus a
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subi des changements taxonomiques considérables depuis la découverte de la bactérie (1913), et la
réorganisation du genre a commencé en 1992, créant 37 nouveaux genres avec des Bacillus
appartenant a l'ordre des Bacillales et la famille des Bacillaceae (Govindasamy ef al., 2011). 1l s'agit
de bactéries qui favorisent la croissance des plantes, principalement en raison de leur capacité a fixer
I'azote, a solubiliser le phosphate et que sont des précepteurs de fer, et a oxyder et réduire le
manganese (Cherif, 2014).

2.3.4. Protéobactéries

De nombreuses études ont rapporté que les protéobactéries sont des membres majeurs de

I'environnement terrestre, dont il existe plusieurs classes (Verma et Melcher, 2012) (Figure 4).

— Alphaproteobacteria

=]
g = - Betaproteobacteria
L
B h—)
E‘é — Gammaproteobacteria
e =
- ;
D — Deltaproteobacteria
i —1
E Epsilon
[ proteobacteria
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Figure 4: Classes des protéobactéries (Verma et Melcher, 2012).

o Alphaprotéobactéries
Les alphaprotéobactéries sont un groupe de bactéries du phylum des protéobactéries. Ce sont
généralement des bactéries Gram-négatives, mais il existe aussi des bactéries Gram-variantes. Les
alphaprotéobactéries ont montré une grande polyvalence pour s'adapter a divers environnements et
modes de vie, et I'association entre les bactéries et les plantes est 1'une des plus intéressantes, allant
de non symbiotiques a relativement non spécifiques (telles que les souches de rhizosphére ou
endophyte) a des especes de Rhizobia en interaction tres spécifiques (Pini ef al., 2011). Les PGPR
entrant dans cette catégorie sont classés selon leur capacité a fixer 1'azote et noduler les plantes.
Lorsque ces souches colonisent les racines de plantes non légumineuses dans des relations non
spécifiques, elles peuvent se comporter comme des PGPR (Toledo et al., 2003).

o Betaprotéobactéries
Cette classe comprend la famille de Burkholderiaceae, ou genre Burkholderia formant un groupe
monophylétique composé de diverses aux propriétés physiologiques et écologiques différentes. Elles
sont isolées a partir des sols et des plantes. Certaines souches sont capables de fixation non
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symbiotique de l'azote. Ralstonia est également un genre appartenant a la famille des

Burkholderiaceae. Les genres précédemment cités sont omniprésent(Moulin et al., 2001).

o Gammaprotéobactéries
Elle regroupe le plus grand nombre de Proteobacteria réparties en 13 ordres, dont I’ordre
Pseudomonadale comprend deux familles, les Pseudomonadaceae avec les genres Pseudomonas,
bactéries communes des sols et des eaux, et les Moraxellaceae avec les genres Moraxella,
Acinetobacter, se retrouvent dans les sols (Bertrand et al., 2011).
Dans la famille des Pseudomonadaceae, le genre Azotobacter est constitué de bactéries qui favorisent
la croissance des plantes principalement en raison de leur capacité a fixer I'azote (Sturz et Christie,

2003).

3. Les bactéries promotrices de la croissance des plantes

3.1. Mécanisme d’action des PGPR

Le mode d'action des PGPR a traditionnellement ét¢ divisé en direct et indirect. Bien que la différence
ne soit pas toujours évidente entre les deux. Les mécanismes indirects sont généralement ceux qui se
produisent a I'extérieur de la plante et affectent principalement tout ce qui concerne la lutte biologique.
,son métabolisme et son développement, tandis que Les mécanismes directs sont ceux qui agissent a
l'intérieur de la plante et affectent directement sa nutrition. Les mécanismes directs comprennent les
processus de bio fertilisation (nutrition des plantes) et de biostimulation (production d'hormones de
croissance) (Figure 5). Les processus de bio controle (production de composés volatiles , production
des métabolites antifongiques, ...) ; constituent des mécanismes indirects, puisqu’elle fournit un

environnement sain pour la croissance de la plante, garantissant la bonne croissance de ces dernieres.

&K1
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B S P
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Figure 5: Modes d’action des PGPR (Garcia-Fraile et al., 2015).
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3.2. Effet directe des PGPR sur la plante
Les PGPR sont impliqués dans l'augmentation de la disponibilit¢ des nutriments et des

phytohormones de la rhizosphére, stimulant directement le développement et la croissance des

plantes, et les mécanismes les plus importants sont cités ci-dessous (Karima, 2018).

3.2.1. Fixation d’azote
L'azote (N) est un nutriment important pour de nombreuses activités végétales et est souvent le facteur

limitant de leur croissance. La fixation de 1'azote par des microorganismes libres, associés aux plantes
ou symbiotiques est la source d'azote la plus importante dans les écosystemes naturels (Biirgmann
et al., 2004). L'azote (N) représente environ 2 % de la matiére séche totale des plantes et est nécessaire
a la croissance des plantes. Pour synthétiser les acides nucléiques, les protéines et les enzymes, les
plantes ont besoin d'azote (Bano et Igbal, 2016). Sa carence entraine une croissance réduite, un
jaunissement des feuilles et une ramification réduite chez les légumineuses (Beeckman et al., 2018).
L'azote est le nutriment le plus important pour la croissance et la productivité des plantes. Bien qu'il
y ait environ 78% de N> dans 1'atmosphere, il est indisponible pour les plantes en croissance. Le N>
atmosphérique est converti en formes utilisables par la plante par la fixation biologique de N> par les
bactéries en utilisant un systéme enzymatique complexe appelé nitrogénase (Figure 6) (Kim et Rees,
1994).

Les principaux mécanismes par lequel les plantes bénéficient de l'association microbienne c'est la
fixation biologique de I'azote par les bactéries du sol. II est bien connu que 1'azote est un nutriment
essentiel pour la croissance et le développement des plantes.

La fixation biologique de I’azote (FBN) est le processus responsable de la réduction de N> en
ammoniac (NH3), réalisée par des microorganismes diazotrophes, en particulier des bactéries et des
archées (Souza et al., 2015).

Les bactéries fixatrices d'azote se divisent en deux catégories : les bactéries symbiotiques y compris
les membres de la famille des Rhizobiacaes, qui forment des relations symbiotiques avec les plantes
légumineuses et non légumineuses ; et les bactéries non symbiotiques, telles que les cyanobactéries.
80% de l'azote est formé par des microorganismes en symbiose, le reste provient de systémes libres
ou associés. La fixation non symbiotique de I'azote est d'une grande importance agronomique. Le
PGPR de fixation d'azote atmosphérique le plus connu est: Azoarcus sp., Burkholderia sp.,
Gluconacetobacter diazotrophicus, Herbaspirillum, Azotobacter, Paenibacillus et Azospirillum

brasilense (Bassair et Lakhdar, 2022).
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Figure 6: Fixation biologique de nitrogéne (Madjida, 2022).

3.2.2.Solubilisation du phosphate
Le phosphore (P) est le deuxiéme nutriment le plus important pour la croissance des plantes apres

I'azote et est présent dans le sol sous des formes organiques et inorganiques (Figure 7) (Ahemad et
Kibret, 2014). En fait, le phosphore joue un rdle clé¢ dans la photosynthese, la respiration, le
développement des racines, le transfert d'énergie et la biosynthése des macromolécules (Cakmakgi
et al., 2017), est un macronutriment essentiel directement impliqué dans la croissance des acides
nucléiques, des cellules en division et des nouveaux tissus, qui régulent tous la syntheése des protéines
et le transfert d'énergie (Elhaissoufi et al., 2022). En son absence, P devient le nutriment limitant
pour la croissance des plantes. Méme dans les sols riches en phosphate, la plus grande quantité de cet
¢lément n’est pas forcément sous forme assimilable (Nada, 2021).

Bien que les sources de phosphore varient, les formes disponibles pour les plantes sont
généralement faibles, et cette faible disponibilité est due au fait que la plupart du phosphore dans le
sol est présent sous des formes insolubles, alors que les plantes n'absorbent que deux formes
solubles, le monobasique (H2PO4") et les ions dibasiques (HPO4 2*) (Govind et al.,

2015).

Il est généralement que le mécanisme de solubilisation du phosphate est la production d’acides
organiques . Les plus couramment rencontrés sont l'acide gluconique et l'acide 2-
cétogluconique.également ont identifiés ,les acides glycolique, oxalique, malonique et
succinique.Certaines souches sont capables de produire en plus des mélanges d’acide lactique,
1sovalérique, isobutyrique et acétique . Entrainant la libération de ces acides mobilisant le phosphore

par l'intermédiaire d’interactions ioniques avec les cations du sel de phosphate, une acidification de
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la cellule microbienne et de son environnement, et donc la libération de phosphate sous forme ionique.
L'action des phosphatases assure la libération des groupements phosphates li€s a la matic¢re organique
(Figure 7) (Cherif, 2018).

Les microorganismes peuvent favoriser 1'assimilation du phosphore par les plantes, en particulier les
bactéries qui solubilisent le phosphate inorganique, tels que Pseudomonas, Bacillus, Burkholderia,

Rhizobium et Actinobacteria, environ 20 % des Actinobactéries peuvent solubiliser le phosphate, y

compris ceux des genres Actinomyces, Micromonospora et Streptomyces (Alori et al., 2017).
Indireet dissolution of (‘a-P compounds
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Figure 7: Diverses substances organiques/inorganiques produites par les bactéries solubilisatrices
des phosphates responsables de la solubilisation des phosphates dans les sols (Ahemad et Kibret,
2014).

3.2.3.Solubilisation du potassium
C'est le troisiéme nutriment le plus important pour les plantes. La concentration de potassium (K)

soluble dans le sol est généralement faible et plus de 90 % du K dans le sol existe sous forme de
roches insolubles et de minéraux silicatés (Parmar et Sindhu, 2013). La carence en potassium est
devenue 'une des principales contraintes a la production agricole en raison de 1'application inégale
d'engrais chimiques. Sans suffisamment de potassium, les plantes ont des systémes racinaires peu
développés, une croissance lente, de petites graines et de faibles rendements (Kumar et Dubey,
2012).

Apres 'azote (N) et le phosphore (P), le potassium (K) est le nutriment végétal le plus important,
jouant un role clé dans la croissance, le métabolisme et le développement des plantes. En plus
d'augmenter la résistance des plantes aux maladies, aux ravageurs et aux stress abiotiques, le

potassium est nécessaire pour activer plus de 80 enzymes différentes responsables de processus
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végétaux, la syntheése de 1'amidon, la photosynthése et la dégradation des sucres, la réduction des

nitrates (Bassair et Lakhdar, 2022).

3.2.4.Production des phytohormones
Une variété de microorganismes trouvés dans la rhizosphére produisent des substances qui régulent

la croissance et le développement des plantes. Les rhizobactéries favorisant la croissance des plantes
produisent des phytohormones telles que les auxines, les cytokines, les gibbérellines et I'éthyléne, qui
peuvent affecter la prolifération cellulaire dans I'architecture racinaire par la surproduction de racines
latérales et de racines avec un accroissement subséquent de l'apport d'éléments nutritifs et d'eau
(Arora et al., 2013).

la production d'acide indole-3-acétique (IAA) par les microbes, revét une grande importance et a été
signalée il y a longtemps. Il a été déclaré qu'environ 80% des microbes isolés de la rhizosphere de
nombreuses cultures synthétisent des auxines en tant que métabolites secondaires. 1'TAA est trés
importante dans les interactions plantes-rhizobactéries (Tsavkelova ef al., 2006). Les gibbérellines
affectent la division et l'allongement cellulaires et elles sont impliquées dans plusieurs processus pour
améliorer la croissance tels que la germination des graines, la floraison, la fructification et la
sénescence retardée dans de nombreux organes d'un large éventail d'espéces végétales. En particulier,
elles sont impliquées dans la promotion de la croissance de la racine grace a leur capacité de réguler
l'abondance des poils racinaires (Bassair et Lakhdar, 2022). Les cytokinines jouent un role essentiel
dans nombreux processus physiologiques comme la germination des graines, la promotion de la
ramification, le développement des racines, I'accumulation de la chlorophylle et 1'expansion des
feuilles (Bassair et Lakhdar, 2022). L'é¢thyléne est impliqué dans de nombreux processus
physiologiques, tels que la germination des graines, la différenciation des tissus, la formation et
l'allongement des racines, le développement des bourgeons latéraux, la floraison, l'ouverture des
fleurs, la sénescence des organes, la maturation des fruits et I’abscission de la feuille et du fruit. Le

I'¢thyleéne peut affecter négativement de nombreux stades physiologiques des plantes (Cherif, 2018).

3.3. Effet indirecte des PGPR sur la plante
Les PGPR peuvent étre utilisées comme agents de biocontrole et de lutte biologique, faisant de la

rhizosphére une défense de premicre ligne contre l'attaque des racines par des microorganismes
pathogenes (Aouane, 2017).

3.3.1. Biocontrole des maladies des plantes
Lorsque les pesticides conventionnels ne peuvent pas étre utilisés compte tenu de préoccupations éco-

toxicologiques liées a I’accumulation potentielle de leurs résidus, ou encore lorsque le produit doit
étre certifié issu de ’agriculture biologique (Bouacid, 2011). Et I’utilisation des pesticides chimiques

peuvent causer des cancers chez les consommateurs ainsi que la pollution de I’environnement. Par
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conséquent, les rhizobactéries ont la capacité d’assurer un biocontrole des maladies causées par des
phytopathogenes (Laradj, 2017).

Les microorganismes, principalement des bactéries, sont capables de coloniser efficacement les
racines et d'avoir des effets bénéfiques sur les plantes en les protégeant de l'infection par des
phytopathogenes. Le plusieurs genres bactériennes utilisées comme biopesticides appartiennent aux
genres Bacillus, Pseudomonas et Agrobacterium. De nombreuses études se sont concentrées sur
Bacillus et Pseudomonas, qui sont des habitants communs de la rhizosphére et sont trés actifs dans le

controle biologique des maladies liées au sol (Cherif, 2018) (Figure 8).

o
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Figure 8: Interactions entre plantes et bactéries coopératives dans la rhizosphere (Khan et al.,
2009).

3.3.2. Antibiotique

Les microbes du sol produisent des antibiotiques décisifs pour la survie dans un environnement tres
compétitif avec la rhizosphere. La production d'antibiotiques est un criteére trés important pour la
compétition des microorganismes avec d'autres populations microbiennes. C'est un critére de
performance qui favorise indirectement la croissance des plantes. Elle consiste a contrecarrer les
agents pathogénes des plantes originaires de la terre. Une trés large gamme d'antibiotiques a été
trouvée produite par PGPR, y compris ceux produits par Pseudomonas, tels que I’amphisine, le 2,4-
diacetylphloroglucinol (DAPG), le cyanure d’hydrogéne, l’oomycine A, le phénazine, le
pyoluteorine, le pyrolnitrine, la tensine, la tropolone, et les lipopeptides cycliques (Chereit, 2020).
La sélection de souches rhizobactériennes efficaces pour la production d'antibiotiques doit tenir
compte du stade de développement de la plante a inoculer et de l'influence des conditions
environnementales de sa rhizosphére. Par conséquent, il est recommandé d'utiliser une gamme de
souches sélectionnées pour différentes conditions afin d'augmenter l'efficacité du contrdle de

plusieurs phytopathogénes dans des conditions de rhizosphére variables (Pettersson et Baath, 2004).
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3.3.3. Enzymes lytiques
La promotion de la croissance par l'activité enzymatique est un mécanisme utilis¢ par les PGPR, et

ces enzymes jouent un role clé dans le processus global de décomposition de la matieére organique
dans les écosysteémes, protégeant ainsi les plantes des stress biotiques et abiotiques. Les bactéries de
la rhizosphére favorisant la croissance des plantes peuvent produire certaines enzymes, telles que la

chitinase, la lipase, la phosphatase, la protéase, etc.(Nadeem et al., 2013).

La production d'enzymes lytiques utilisées par les agents de lutte biologique contre les pathogenes
cibles comprend la production d'enzymes qui dégradent les parois cellulaires, telles que les
déshydrogénases, les chitinases, les béta-glucanases, les protéases, les phosphatases, les lipases
sécrétées par les souches de lutte biologique PGPR (Raafat et Sahl, 2009). Cette action des enzymes
lytiques, protege les plantes contre une grande variété d'agents pathogenes, tels que les champignons
pathogenes, par exemple Sclerotium rolfsii, Botrytis cinerea, Fusarium oxysporum, Pythium ultimum,
Phytophthora sp. et Rhizoctonia solani (Hakim et al., 2021). De plus, Bacillus cereus et Bacillus
cepacia produisent de I'amylase, de la B-1,3-glucanase, de la cellulase, de la protéase, de la xylanase
et de la lipase, qui rompent les parois cellulaires de plusieurs microbes pathogenes du sol (Hakim et

al., 2021).

3.3.4. Production de sidérophores
En général, 1'un des mécanismes les plus étudiés et les mieux établis d'inhibition des pathogenes par

le PGPR est la production de sidérophores (Vargas et al., 2017).

Les sidérophores sont des composés de faible poids moléculaire sécrétés par de nombreuses bactéries
qui ont une forte affinité pour Fe** et sont capables de solubiliser et de séquestrer le fer dans le sol
(Goudjal et al., 2018).

Les rhizobactéries productrices de sidérophores favorisant les plantes peuvent inhiber la prolifération
de microorganismes pathogénes en séquestrant Fe* dans la zone périracinaire. Ces sidérophores se
lient aux ions fer pour former des complexes fer-sidérophores, qui se lient ensuite aux récepteurs
dépendant de la limitation du fer a la surface des cellules bactériennes. Les ions de fer sont alors
libérés et deviennent actifs dans le cytoplasme sous forme d'ions ferreux (Gupta et al., 2015).

3.3.5. Résistance systémique induite
La reconnaissance par la plante de certaines bactéries de la rhizosphére déclenche une réponse

immunitaire qui se protége mieux des agents pathogenes. Cette immunité végétale est appelée ISR.
La résistance systémique induite est une forme de résistance particulierement stimulée par les PGPR,
car ils peuvent induire des effets indirects en sensibilisant les plantes a se protéger des attaques
microbiennes. Certaines études biochimiques ont justifié¢ le concept de résistance systémique induite

(RSI) au PGPR, montrant que la protection des plantes traitées au PGPR est associée a de profondes
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modifications métaboliques. L'ISR peut €tre induite par divers microorganismes Gram-positifs ou

Gram-négatifs tels que Bacillus et Pseudomonas (Jourdan et al., 2008).

3.3.6. Production d’HCN
Le cyanure d'hydrogéne (HCN) est un métabolite secondaire faisant partie des cyanides. Il peut étre

produit directement a partir de glycine ou de glycosides cyanogéniques (Bakker et Schippers, 1987).
Le HCN généré par le PGPR assure des effets bénéfiques sur les plantes grace a son antagonisme
contre les maladies des racines (Defago et Haas, 1990).

Le HCN est un puissant inhibiteur de nombreuses métalloenzymes, en particulier la cytochrome c
oxydase ; il inhibe d'abord le transport des électrons et perturbe I'apport énergétique des cellules,
entrainant la mort de I'organisme. Il peut affecter I'établissement des plantes ou inhiber le
développement des maladies des plantes, et a un grand potentiel dans le controle des maladies
bactériennes des plantes. De nombreux genres bactériens ont la capacité¢ de produire du HCN,
notamment des especes d'Adlcaligenes, d'Aeromonas, de Bacillus, de Pseudomonas et de Rhizobium(

Bassair et Lakhdar, 2022).

3.3.7. Compétition
La compétition est un mécanisme biologique utilisé par les PGPR pour éliminer les pathogénes des

plantes. En plus du fait que les PGPR soient compétitives aux autres populations microbiennes
rhizosphériques, elles sont capables de coloniser le maximum d'espace dans la rhizosphere et
exploiter ses ressources nutritionnelles, participant ainsi a la réduction des phytopathogenes du sol
par la compétition. La compétitivité des PGPR est largement supérieure quand elles ont des capacités
spécifiques d'assimiler certains nutriments ou bloquer leur assimilation par les autres
microorganismes. En fait, les tests de compétitivité doivent étre pris en compte lors de la sélection
des souches de PGPR afin de sélectionner les souches qui ont une capacité de colonisation

significative dans la rhizosphere et/ou la rhizosphére des plantes inoculées (Kirdi, 2011).

II. PGPR comme I’une des meilleures solutions pour améliorer et développer
I’agriculture

Ces dernicres années, plusieurs études et expérimentations réalisées au champ ou en serre a travers le
monde ont montré de bons résultats dans l'inoculation des cultures végétales avec le PGPR (Bresson,
2013). Sur la base de ces données, il est clair que l'inoculation peut étre considérée comme une
technique émergente et écologiquement trés intéressante, car les rendements de diverses cultures
peuvent étre considérablement augmentés méme dans des conditions difficiles. Ils affectent la
croissance et le rendement d'une grande variété de cultures telles que les céréales ou les légumes.

Traitement PGPR Augmentation du taux de germination, la vigueur des plantules, 1’émergence, le
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développement des racines et des tiges, la biomasse totale des plantes, le poids des semences, la
floraison précoce et les rendements de fruits et des graines (Ramamoorthy et al., 2001).

En 2050, le nombre d'habitants de la planéte devrait dépasser les 9 milliards et la demande
alimentaire devrait doubler (Bourles, 2019). Pour nourrir I’ensemble de la population, il est
absolument essentiel que la productivité agricole augmente considérablement au cours des prochaines
décennies (Timmusk et al., 2017). Pour réduire l'utilisation d'engrais chimiques, limiter la
consommation d'eau et augmenter la tolérance des plantes agricoles, 1'utilisation des PGPR s'est
imposée comme une solution biologique durable et respectueuse de 1'environnement (Bourles, 2019).
Promouvoir la symbiose bénéfique plante-microbe est un moyen fantastique de remplacer l'utilisation
d'engrais chimiques, de pesticides et d'autres suppléments. Les substances favorisant la croissance
sont susceptibles d'étre produites en grandes quantités par ces microorganismes de la rhizosphére qui
influencent indirectement la morphologie globale des plantes. Compréhension de la diversité des
PGPR dans la rhizosphere ainsi que de leur capacité de colonisation et de leur mécanisme d'action
devraient faciliter leur application en tant que composant fiable dans la gestion d'un systéme agricole

durable (Aya, 2021).
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I11. Généralités sur les plantes étudiées

1. Cleome arabica L.

1.1. Généralités

Cleome arabica L. est une plante appartenant a la famille des Capparidaceae (ou Capparaceae), qui

est une grande famille taxonomiquement. Il ne compte pas moins de 45 genres et environ 700 especes,

principalement dans les régions tropicales et subtropicales, et dans le sud du Sahara, une vingtaine

d'especes sont répertoriées, réparties dans les genres Capparis, Maerua et Cleome (Cherif, 2020).
1.2. Systématique de Cleome arabica L.

La classification systématique de Cleome arabica L.

Embranchment: Spermaphytes
Sous- Embranchment: Angiospermes
Classe: Dicotylédones
Sous-classe: Dillenidae

Ordre: Capparales

Sous- ordre: Capparidineae
Famille: Capparidaceae
Genre: Cleome

Espece: Cleome arabica L.

1.3. Description de Cleome arabica L.
Cleome arabica L. plante vivace de 30 cm de haut, a tige ramifiées dressées, folioles poilues,
trilobées, folioles lancéolées. Les pétales des fleurs varient en couleur du jaune au violet foncé. Le
fruit est une gousse velue de 2 a 5 cm de long a la base du pétiole. C'est une plante nauséabonde,
toxique et hallucinogene. Selon Ozenda (1991) dans la région saharienne, C. arabica L. se trouve

sur des rocailles, du sable et des graviers.
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Figure 9: C. arabica L en pied isolé a Oued Metlili, Wilaya de Ghardaia
1. 4. Répartition géographique
L'espece est commune dans les savanes désertiques, le sol tropical Tamarisay s'éléve dans les canyons
sablonneux, et est commune dans le nord du Sahara, en Egypte et en Afrique tropicale (Maire, 1933,
Ozenda, 1991). En Algérie Poussant dans les régions sahariennes, Cléome arabica (Ozenda, 1991,
Beniston, 1984).
1.5. Utilisation en médecine traditionnelle
Cleome arabica L. est utilisé en médecine traditionnelle par les populations locales et les nomades
sahariens comme analgésique des névralgies et des douleurs rhumatismales et comme diurétique
(Sharaf et al., 1992).
Dans le Hoggar, les feuilles séchées ou leur poudre sont ajoutés a I'alimentation comme un diurétique,
pour le traitement des rhumatismes, ou pour provoquer la transpiration ( Burkill, 1985). Les habitants
de la région de Boussaada utilisent les feuilles de Cleome arabica L. en cataplasmes topiques pour

traiter certaines formes de rhumatismes ( Djeridane et al., 2010).

22



Chapitre I Partie Bibliographique

2. Moricandia suffruticosa (Krombe)

2.1. Description de Moricandia suffruticosa

Cette plante est vivace. il peut fleurir en toutes saisons. On l'identifie & ses feuilles glauques
Iégerement charnues, qui enveloppent souvent la tige, et a ses siliques, larges de seulement 2 mm,

Figure 10: Moricandia suffruticosa en pied isolé a, Wilaya de Ghardaia

2.3. Systématique de Moricandia suffruticosa:

Reégne: Planta

Sous-reégne: Tracheobionta

Classe: Magnoliophyta

Sous- classe: Magnoliopsida

Ordre: Dilleniidae

Famille: Capparales

Sous famille: Brassicaceae

Genre: Moricandia

Espece: Moricandia suffruticosa
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2.3. Répartition géographique

Les zones semi-aride des régions méditerranéennes en Afrique et en Asie (Al-Shahbaz, 1985).
2.4. Utilisation de Moricandia suffruticosa

*Manger les feuilles cuites a 1'eau salée, puis broyées et mélangées a de 1'huile.

*Décoction de tiges et de feuilles, utilisée pour traitement de infection la syphilis. 11 est utilisé

comme boisson et pour laver les zones touchées.

[ntéréts pastoraux : plantes broutées par les chameaux. (Ozenda, 1991, Chehma, 2006).
3. Fagonia glutinosa Delile (Cherrik)

3.1. Description Fagonia glutinosa Del .

C'est une Plante pérenne, rampante, rameuse. Les tiges mesurent 10-15 cm de long, Les feuilles sont
petites, trilobées, avec des folioles discrétes tres courtes. Feuilles velues, glanduleuses et branches
plus ou moins agglutinées de sable. Petites fleurs rouge violacé qui s'ouvrent comme une étoile et

produisent ensuite de petites capsules.
Cette fagonie se distingue par :

- Ses tiges rayonnent vers l'extérieur a partir du centre de la plante et sont toutes fermement plantées

dans le sol .Les tiges et les feuilles sont recouvertes de sable compact avec de petites glandes collantes

- Fleurs bleues a violettes (Chehma, 2006).

Figure 11 : Fagonia glutinosa Del. en pied isolé a, Wilaya de Ghardaia
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3.2. Systématique de Fagonia glutinosa Del .

Reégne: Planta

Sous-régne: Tracheobionta

Division: Magnoliophyta

Classe: Magnoliopsida

Sous- classe: Rosidae

Ordre: Sapindales

Famille: Zygophllaceae

Sous famille: Zygophylloideae

Genre: Fagonia

Espece: Fagonia glutinosa Delil.

3.3. Répartition géographique Fagonia glutinosa Del.

C'est une espéce trés commune dans la vallée. On le trouve presque partout dans les palmeraies
(Kherraze et al., 2014). Son aire de répartition s'étend du sud-ouest de I'Amérique du Nord, du sud-

est de la Californie et du sud de I'Utah au nord-ouest du Mexique.

3.4.Utilisation Fagonia glutinosa Del .
Les feuilles de Fagonia glutinosa sont utiles les maladies de peau, les problémes de bouche pour les

bébés, faiblesse corporelle fracture et spasme musculaire (Teklehaymanot, 2017).
I1 prend un cataplasme de feuilles écrasées avec de I'huile

L'huile d'olive est utilisée comme agent apaisant dans la téte et dans le niveau des pieds est Contre

les rhumatismes.

Intérét pastoral : c’est une plante broutée par les dromadaires, surtout lors de la fructification (Quézel

et Santa, 1963) ; plante peu broutée sans doute a cause du sable qui la recouvre.
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4 . Anvillea radiata L. .(Nougd)

4.1. Description Anvillea radiata L. (Nougd)

Arbrisseau buissonnant de 40 a 60 cm de haut, a tiges dressées et trés rameuses, ligneuses a la base.

Feuilles Vertes bleutées, allongées et a bords dentés. Les fleurs sont en petites grappes aux extrémités

des rameaux, elles sont petites, jaunes, a cinq pétales. (Ozenda, 1983; Quezel et Santa, 1962).

Figure 12 : Anvillea radiata L en pied isolé a, Mansoura Wilaya de Ghardaia

4.2. Systématique de Anvillea radiata L.

Embranchement : Spermaphytes
Sous-Embranchement: Angiospermes
Classe : Angiospermes

Sous-classe : Dicotylédones

Ordre : Asterales

Famille : Composées

Genre: Anvillea

Espéce: Radiata
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4.3. Répartition géographique
Anvillea. radiata habite généralement les petites dépressions sablo-argileuses (Benaissa, et

Benayache, 2013) réparties dans les steppes de I'Afrique du Nord particuliérement en Maroc et
Algérie , en particulier dans les régions de Ouargla , El Delfa, Bechar et El Golia (Djellouli, 2013).
Assez répandue dans tout le Sahara septentrional. Endémique saharienne.

4.4. Utilisation Anvillea radiata L. (Nougd)

Anvillea.radiata est utilisee dans la médecine traditionnelle comme pour le traitement de la
indigestion, troubles gastriques-intestinal et le refroidissement pulmonaire.
Et cette plante consommée par les chameaux et les Chévres.

5. Helianthemum lippii L. (Rguig)
5.1. Description de Helianthemum lippii L.

Petits arbustes trés ramifiés, de 10 a 30 cm de haut. Tiges partiellement lignifiées a écorce blanche.
Les feuilles sont opposées, allongées et couvertes de poils tres courts, Donnez-leur une couleur vert
blanchatre. Les fleurs se présentent en grappes clairsemées aux extrémités des rameaux, elles sont
petites, jaunes a cinq pétales (Chehma, 2006; Ozenda, 1991). Helianthemum Groupe de petits
arbustes a fleurs jaunes. Souvent grégaire dans les pelouses séches simples et les sols rocheux de la
Meéditerranée ou les montagnes avoisinantes, avec quelques especes se présentant plus au Nord ou a

I'Est.

Figure 13 : Helianthemum lippii (L.) en pied isolé a Mansoura, Wilaya de Ghardaia
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5.2. Systématique de Helianthemum lippii L.

Royaume : Plantes

Phylum : Trachéophytes

Classe: Magnoliopside

Famille: Cistacées

Genre : Moulin a Héliantheme .
Especes : Helianthemum lippii (L.) .

5.3. Répartition géographique
Commun dans tout le Sahara septentrional.

5.4 Utilisation de Helianthemum lippii L.

Les plantes de Helianthemum /ippii L. sont traditionnellement utilisées en médecine populaire

comme antiseptiques, analgésiques et anti-inflammatoires (Alsabri, 2013), pour traiter les bralures,

les troubles respiratoires et digestifs, les hémorroides et la fievre (Rigat, 2007).

Intérét pastoral : Elle trés appréciée par les dromadaires et les chévres. (Quézel et Santa, 1962,

Ozenda,1991).

28



Chapitre 1l
Mateériels et Méthodes



Chapitre II Matériels et Méthodes

Il. Matériel et méthodes

Cette étude a été effectuée au niveau du Laboratoire de Microbiologie de 1’Université¢ de Ghardaia.
L’objectif de ce travail est I’isolement et la caractérisation des bactéries rhizosphériques et 1’étude de
leurs activités biologiques (activité enzymatique et traits PGP). Ces bactéries ont été isolées a partir
des plantes sahariennes spontanées préelevées de différents sites de la willaya de Ghardara. Aussi, ces
bactéries ont été verifiées pour leur potentiel de promotion de la croissance de 1’orge et la tomate.

1. Description du site d*échantillonnage

La région de Ghardaia est située au coeur du désert du Sahara du Nord en Algérie a environ 600Km
au sud de la capitale d’Alger. Cette étude a été menée sur trois stations : Ghardaia (centre-ville),
Metlili et Mansoura (Figure 14). Des rhizobactéries ont été isolées a partir de 5 plantes sahariennes
spontanées nommées Cleome arabica, Moricandia suffruticosa, Fagonia glutinosa Del., Anvillea
radiata L. et Helianthemum lippii L. Le choix du site de prélévement était basé sur I’aridité du climat

et I’abondance de la végétation.

Légende

La wilaya de Ghardaia

La région (Mansoura, Metlili, sebseb, Ghardaia)
(Zone d'étude)

Figure 14: Carte de 1’ Algérie montrant la zone d’étude (wilaya de Ghardaia) (Kheloufi et
Meddah, 2020).
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2. Matériel végétal

2.1. Présentation des plantes spontanées étudiées

L’échantillonnage a été effectué sur les plantes suivantes : Anvillea radiata L. (Nougd),
Helianthemum lippii L. (Rguig), Cleome arabica L. (Netil), Fagonia glutinosa Del. (Cherrik),
Moricandia suffruticosa (Krombe) durant la période de Mars a Avril 2023. Ces plantes peuvent
pousser dans diverses conditions environnementales, notamment des températures élevées et la
sécheresse (Chekroun-Bechlaghem et al., 2019).

2.2. Présentation des plantes cultivées

Le choix des deux plantes cultivées utilisées dans cette étude a été basé sur leur utilisation en
agriculture. Dans ce contexte, des cultivars de tomate et d’orge ont été sélectionnés pour évaluer le
potentiel des isolats dans la promotion de la croissance de ces plantes.

3. Echantillonnage

Les 5 échantillons rhizosphériques sont prélevés dans différents sites de la wilaya de Ghardara. A
I’aide d’un scalpel stérile, les racines sont coupées apres avoir creusé profondément (jusqu’a 30cm)

autour des plantes et sont mises dans des sachets stériles et conservés a 4°C (Figure 15).

Moricandia suffruticosa C. arabica. L Anvillea radiata L

en pied isolé a, en pied isolé a, en pied isolé a
Wilaya de Ghardaia Oued Metlili Mansoura Wilaya de Ghardaia

Figure 15: échantillons rhizosphériques des plants étudiées.
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4. lIsolement, purification et conservation des souches bactériennes

4.1. Préparation des échantillons rhizosphériques

Les racines sont placées dans des flacons de 50ml contenant 10ml d’eau physiologique stérile. Les
flacons ont été bien agités pendant 3min afin de récupérer le sol lié a la surface des racines. La solution

résultante est récupérée dans des tubes a essai et soumise a des dilutions en série jusqu’al0™.

Figure 16: Préparation des solutions méres et série de dilutions

4.2. Milieu utilisé pour I’isolement

La géelose Trypto-caséine soja (TSA) est un milieu universel convenant pour la culture d’un large
éventail de microorganismes (Razan, 2011). Du fait de son excellente nutritivité, elle peut étre
utilisée, d’une part pour la culture et I’isolement des bactéries aérobies et anaérobies et d’autre part
pour favoriser la croissance de germes particulierement exigeants.

Afin de récupérer un maximum de diversité bactérienne. Le milieu utilisé est additionné par 100ug/1
de cycloheximide pour inhiber la croissance des champignons (Elvira-Recuenco et Van Vuurde,
2000).

4.3. Isolement des bactéries

A partir de la 4°™ et 5°™ dilution (Figure 16), un volume de 100pl a été étalé en surface des boites
de Pétri. Aprés incubation a 28+£2°C pendant 24 a 48h, les colonies sélectionnées ont été ensemencées
dans le méme milieu a plusieurs reprises jusqu'a ce que les souches bactériennes soient pures, puis
ces souches ont été conservées a +4°C pour les expériences ultérieures.

4.4. Conservation des isolats

Les isolats purifiés ont été maintenus sur le milieu Tryptic Soy Broth (TSB) stérile préalablement
dilué au 1/10 et maintenu sur un agitateur a 28+2°C pendant 24h pour une conservation a court terme
a 4°C et dans le glycérol pour une conservation a long terme a -20°C. La méthode de conservation
des souches consiste a repiquer les souches de culture fraiche (de 18h) en tube d’Eppendorf stérile

préalablement préparé.
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Ces derniers ont été bouchés hermétiquement et stockés a -20°C. Aprés, une culture jeune des
bactéries a été inoculée sur les boites préparées et suivie leur croissance apres incubation a 28+2°C
pendant 10 jours (Ramadoss et al., 2013).
5. Caractérisation des bactéries isolées
Les souches bactériennes sont identifiées par diverses méthodes, notamment microscopique (état frais
et apres coloration), macroscopique (couleur, tailles...etc.), la détermination des caractéres
biochimiques en utilisant les tests d’oxydase et catalase.
5.1. Caractérisation macroscopique morphologique et biochimique

5.1.1. Caractérisation macroscopique
L’aspect des colonies est observé apres culture pendant 24h a 37°C sur le milieu TSA. L’observation
de I’aspect macroscopique des colonies permet d’effectuer une premiére caractérisation. L’étude
macroscopique a été réalisée en tenant compte de :
- La forme des colonies : rondes, irrégulieres, ... etc.
- La taille des colonies par la mesure du diamétre : punctiformes ou non-punctiformes.
- La chronogénese : couleur de la colonie.
- L’¢élévation : convexe, concave et plate.
- L’opacité : opaque, translucide ou transparente.
- La surface : lisse, rugueuse, séche...etc.

5.1.2. Caractérisation microscopique
Pour effectuer 1’observation microscopique des caractéres morphologiques des cellules une toute
petite quantité de bactéries a été prélevée a partir de chaque souche pure. Cette étude nous a permis
de distinguer entre les différentes especes bactériennes par rapport a la forme de leurs cellules (bacille
et cocci).
Pour vérifier la pureté des isolats et s'orienter dans 1’identification nous avons utilisé la coloration de
Gram qui est un aspect important et essentiel pour l’identification d’une bactérie isolée et la
vérification de la pureté de ’isolat. A partir d’une colonie apres croissance de 24h, un frottis est fixé
a la chaleur puis recouvert par le violet de Gentiane pendant 1min, ensuite il est éliminé par 1’ajout
du Lugol pendant 1min. Le frottis est ensuite décoloré avec de 1I’éthanol jusqu'a ce que le colorant
cesse de s’échapper librement du frottis. A ce stade, les cellules Gram négatives seront incolores et
les cellules Gram positives violettes. Ensuite, le frottis est soumis a une contre coloration de 30s a la
fuchsine, pour colorer les cellules Gram négatives présentes. Aprés un bref ringage a I'eau, le frottis

est séché puis examine.
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5.1.3. Identification biochimique
5.1.3.1.Test d'oxydase
Le test d'oxydase est le test de base pour identifier les bactéries Gram-négatives.
e Techniques
Placer un carré de papier filtre sur la lame. Des fragments de colonies sont ensuite fixes sur des
lames de verre a I'aide d'une pipette Pasteur boutonnée, pour la lecture ce test.
v" Si la colonie vire au rose violacé, cela signifie que les bactéries ont de I'oxydase (test
positif).
v" Si les colonies restent incolores, cela signifie que les bactéries n'ont pas d'oxydase. (Le
résultat du test est négatif).
5.1.3.2.Test de catalase
Le test catalase est le test de base de l'identification des bactéries Gram positive.
e Techniques
Ajouter un inoculum bactérien en déposant une goutte de peroxyde d'hydrogene sur une lame propre
et seche a l'aide d'une pipette Pasteur stérile a bouton.
e Lecture
v La formation de bulles d'oxygene = la bactérie posséde une catalase (test positif).
v La formation de trés peu de bulles ou bien leur =la bactérie ne posséde pas une catalase (test
négatif).
5.1.4. Confirmation de la nature non pathogene
Les tests d’hémolyse et de coagulation ont été réalisés sur les souches bactériennes sélectionnées pour
prouver la nature non pathogéne pour I'hnomme.
5.1.4.1. Test d"hémolyse
Pour déterminer la capacité de I'isolat bactérienne a produire des hémolysines, Les souches ont été
inoculées sur une gelose au sang complétée par 5 % de sang de lapin et incubée a 30+2°C pendant 24
h. L'apparition d'une zone claire sur la boite a été interprétée comme un résultat positif (Payment et
al., 1994).
5.1.4.2. Test de coagulase
Sélectionnez deux ou trois colonies isolées de bactéries a tester et a I'aide de la boucle stérile. Les
transférez de maniere aseptique dans le tube a essai contenant le plasma de lapin lyophilise traité a
I'EDTA mélangé et incubé a 37+2°C pendant 24h. La présence de la coagulation au fond du tube est

considérée comme un résultat positif.
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6. Caractérisation in vitro des traits PGP

6.1. Fixation de I'azote atmosphérique

L'azote est un eélément chimique (N) composant majoritairement I'atmosphere terrestre et puisqu'on
le retrouve & 78 %, il est présent dans de nombreux composés organiques et inorganiques. C'est un
des nutriments essentiels au maintien de la vie des plantes et de leur production.

L'activité de fixation de I'azote a été testée sur un milieu semi-solide NFb (Nitrogen Free Medium)
additionné de bleu de bromothymol (Baldani et Débereiner, 1980). Les colonies colorées en bleu
ont été indiquées comme positives pour la fixation de I'azote. Le test est réalisé en inoculant les tubes
contenant le milieu semi-solide NFb et aprés incubation a 30£2°C pendant 7 jours, les tubes positifs
ont été confirmés.

6.2. Solubilisation du phosphate inorganique

La dissolution des phosphates inorganiques est étroitement liée a 1’activité des microorganismes du
sol (Tardieux -Roche, 1966 ; Richardson, 2001).

La solubilisation du phosphate a été évaluée en milieux de Pikovskaya (Pikovskaya,1948).A partir de
la culture bactérienne, trois godtes de chaque isolat ont été délicatement ensemencées sur le milieu
de Pikovskaya. L’incubation des boites de Pétri a été faite a 30°C pendant 7 jours. La capacité des
souches bactériennes a solubiliser le phosphate entraine I'apparition d'un halo translucide autour de
la colonie.

6.3. Solubilisation du potassium

L'isolement des bactéries solubilisant le potassium est testé sur le milieu d'Aleksandrov
(Aleksandrov et al., 1967) aprés incubation a 30+2°C pendant 48h. L'activité de solubilisation du
potassium inorganique a été identifiée par l'apparition de zones claires autour des colonies
bactériennes.

6.4. Production d'ammoniac

Pour la production du NHs, toutes les souches bactériennes ont été cultivées dans 10ml de I'eau
peptonée pendant 48h a 30+2°C, L'addition de 0.5ml du réactif de Nessler donne un développement
le d'une couleur brune a jaune ce qui est enregistré comme une réaction positive pour la production

d'ammoniac (Figure 17).
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Figure 17: production d'ammoniac dans I'eau peptonée .

6.5. Activité enzymatique
Les souches ont été testées pour leurs activités enzymatiques qui sont inoculés sur différents milieux
tels que le milieu de gélosée a la cellulose, le milieu gélosé au lait écrémé comme milieu sélectif pour
la détection des activités cellulolytique et protéolytique chez les 12 souches isolées et testées.

6.5.1. Activité cellulolytique
Les souches bactériennes ont été inoculées sur un milieu solide basal complété par de la Carboxy
Méthyl Cellulose (CMC ; 10g/l) comme seule source de carbone et incubées pendant 72h a 30+2°C.
Pour étudier la production de cellulase, la formation de halos clairs autour des colonies indique une
dégradation positive de la CMC aprés ajout du rouge Congo et NaCl 1M (Teather et Wood, 1982).

6.5.2. Activité protéasique
L'activité protéasique a été testée sur un milieu gélosé au lait écremé. Aprés incubation a 30£2°C
pendant 24h, les boites de Pétri ont été examinées pour le développement de halos clairs autour des
colonies bactériennes (Loper et Schroth, 1986).
7. Screening in vitro des isolats pour la promotion de la croissance des plantes
Apres les tests PGP in vitro,12 souches parmi les 55 obtenues ont été choisies pour évaluer leur
efficacité¢ dans la promotion de la croissance des plantes de maniére positive, un test in vitro a été
réalisé sur les graines de la tomate et I’orge.
La technique de bactérisassion de graines par les inoculas bactériens (immersions dans des
suspensions bactériennes) a été mise en évidence. Les parameétres suivis dans cette étude sont: le taux

de germination, la longueur de tige, la longueur des racines, les poids frais et secs des plantes.
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7.1. Sélection des souches bactériennes performantes

Les souches de bactéries qui montrent un effet PGP in vitro sont sélectionnées pour étudier leurs
principaux mécanismes impliqués dans la promotion de la croissance des grains de tomate et de
I’orge.

7.2. Préparation des boites de Pétri et des solutions d’arrosage

Des cercles de papier absorbant stérilisés sous UV pendant 30min sont déposés dans les boites de
Pétri stériles en plastique de 90mm de diametre (Figure 18).

L’arrosage a été réalisé sur le papier absorbant par Sml de solution d’arrosage pour chaque boite.

Figure 18: Préparation des boites de Pétri et stérilisation de papier absorbant.

7.3. Préparation des semences

Dans des tubes de type Falcon stériles, on place une quantité suffisante des graines de la tomate et de
I’orge puis on les nettoie rigoureusement plusieurs fois par I’eau distillée stérile. pour la stérilisation
de la surface de ces grains ont les trempées dans le Na Cl a 2% durant 3min. puis rincées par 1’eau
distillée trois fois, par la suite dans de 1’éthanol a 70% durant 1min suivi par un ringage par 1’eau
stérile

7.4. Préparation des suspensions

Les 12 souches sélectionnées ont été ensemencées a partir d’une culture jeune sur des Erlenmeyers
contenant 150ml de milieu TSB dilué au 1/10. Les cultures ont été incubées a 30+2°C sous agitation
a 180 rpm pendant 18h. Ces souches ont été mises dans de 1’eau physiologique stérile. Un volume de
10ml de la suspension bactérienne de chaque souche est déposé aseptiquement dans des tubes a essais
stériles pour les utiliser dans la bactérisassion des graines.

7.5. Bactérisassions des semences

La bactérisassion des semences a été réalisée dans les conditions d’asepsie, dans des tubes a essai
stériles qui contiennent les grains de la tomate et de I"orge. On verse 10ml de la suspension
bactérienne, les lots de controles (les grains de la tomate) sont mis dans des tubes a essai contenant
de I’eau physiologique stérile.
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Figure 19: Bactérisassions des graines.

7.6. Semis des graines et suivi des parametres morpho-physiologiques

Les boites de Pétri préparées et étiquetées ont été organisées en 13 rangées de 3 boites : une rangée
de 3 boites pour le controle, et 12 rangées de trois 3 boites pour les 12 souches bactériennes
sélectionnées dans cette étude.

Les graines traitées et inoculées ont été¢ déposées aseptiquement dans les boites de Pétri préparées en
mettant 25 graines pour 1’orge (25 graines x 3 boites) et 20 graines pour la tomate par boite (20 graines
x 3 boites) espacées entre-elles par 0,5mm au minimum. Chaque boite est arrosée par la solution
correspondante tous les deux jours.

Les boites de Pétri ont ét¢ maintenues dans des conditions de chambre de croissance avec une
température de 25+2°C, une photopériode de 16h de lumicre/8h d'obscurité et une humidité relative
de 70%. Le taux de germination a été déterminé apres 3 jours pour les graines d'orge et cinq jours
pour les graines de la tomate.

Les parametres morpho-physiologiques de croissance : longueurs et poids (frais et sec) des tiges et
des racines ont été enregistrés apres 10 jours. Les traitements réalisés sont les suivants :

- Contrdle négatif (-) : Un lot de graines de tomate et de 1’orge est désinfecté et déposé sur papier
filtre stérile imbibé par Sml d’eau distillée stérile.

- Essai de biofertilisation : Un lot de graines des plantes testées a ét€ enrobé par chacune des souches
bactériennes qui sont semées dans des boites arrosées par Sml d’eau distillée.

Les parametres suivants : longueur de la tige, longueur des racines, poids frais, poids sec, surface
foliaire et mesure de la chlorophylle ont été enregistrés apres la période d’essai.

8. Analyse statistique

L'analyse statistiques des données. Les valeurs des parametres de croissance et de rendement ont été

soumises a une analyse comparative.
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I1I. Isolement et caractérisation préliminaire des bactéries

I11.1. Isolement des bactéries rhizosphériques

Apres le dénombrement et 1'observation des colonies bactériennes a 1’ceil nu, certaines de ces colonies

obtenues ont été retenues pour un éventuel repiquage.

Parmi toutes les colonies observées, 77 isolats représentatifs des genres observés du point de vue de

la dominance et la diversité ont été sélectionnés.

Les observations macroscopiques nous ont permis de remarquer une diversit¢ morphologique et

caractéristique des colonies.

Tous les isolats ont été implantés et purifiés au méme milieu d’isolement et conservés pour des ¢tudes

futures (Figure 20)
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Figure 20: Photos des boites d’isolement et purification des échantillons
rhizosphérique.
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I11.2. Caractérisation morphologique et biochimique des isolats bactériens
Les tests effectués sont basés soit sur les critéres classiques ou traditionnels utilisés dans les schémas

d’identification pratiqués dans la plupart des laboratoires de microbiologie (Denis ez al., 2007).

Apres la sélection des colonies, la majorité des isolats obtenus ont subi une description macroscopique

des colonies et une identification microscopique avec et sans coloration de Gram.

Ces observations nous ont permis de déterminer des caractéristiques selon la couleur, la consistance,
la forme des cellules et le Gram. Les caractéristiques des souches isolées sont résumées dans le

tableau suivant :

Tableau I: Observation macroscopique des souches rhizobactériennes isolées.

Bactéries Forme Conteur Taille Surface Couleur Opacité
MEF2 Irrégulier Irrégulier lem Rugueuse Blanc Opaque
séche
MF5 Ronde Régulier Imm Lisse Orange Translucide
MF10 Ronde Régulier 8mm Rugueuse Blanc Translucide
séche
US1 Ronde Régulier 0,4mm Lisse Beige Opaque
US4 Ronde Irrégulier 0,8mm Lisse Blanc Opaque
US8 Ronde Régulier 0,5mm Lisse Blanc Opaque
LK1 Ronde Irrégulier 2,5mm Lisse Jaune Opaque
LKS Ronde Régulier 2 mm Lisse Maron Opaque
LK4 Ronde Régulier 3mm Lisse Beige Opaque
LTI Ronde Régulier 3mm Lisse Blanc Opaque

I11.2.1. Examen microscopique

L’observation au microscope optique des frottis est révélée apres la coloration de Gram. La coloration
de Gram nous a permis de différencier les bactéries d’apres leur forme (bacille, coccobacille et
coque), et leur affinité pour les colorants, les bactéries a Gram positif se caractérisent par une couleur

violette.
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Figure 21: Coloration de Gram. Gram positif (A)(US1), Gram négatif (B)(LKS). G X100

I11.2.2. Test de la catalase

La formation de bulles d'oxygene est observable si la bactérie posséde une catalase (test positif), la
formation de trés peu de bulles ou bien leur est observable si la bactérie ne posséde pas une catalase
(test négatif). La Figure 22 présente une réponse nettement positive a ce test, puisque des bulles d’air

sont observables dans la goutte de peroxyde ajoutée.

Figure 22: Réaction de la catalase positive.
111.2.3. Test d’oxydase
Le terme d'oxydase désigne une enzyme recherchée en bactériologie systématique, le résultat montre
de ce test nos isolats bactériens sur les dans le Tableau Il. L'oxydase est I'un des criteres les plus
employés pour I'identification des bactéries, qui présente une coloration violette de la colonie a Gram

négatif (Bendoukhane et Djaafer, 2016).
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Tableau I1: Observation microscopique des souches rhizobactériennes isolées

Résultats et Discussions

souches

LK1 Gram - Catalase - Oxydase -
LK4 Gram - Catalase - Oxydase -
LK5 Gram - Catalase + Oxydase -
MF2 Gram - Catalase + Oxydase -
MF5 Gram + Catalase + Oxydase -
MF10 Gram - Catalase - Oxydase -
US1 Gram + Catalase + Oxydase -
US8 Gram + Catalase + Oxydase -
US9 Gram - Catalase - Oxydase -
US4 Gram + Catalase + Oxydase -
LT1 Gram + Catalase + Oxydase -
MF4 Gram+ Catalase+ Oxydase -

IV- Confirmation de la non-pathogénicité

Les résultats de la confirmation de la non-pathogénicité des souches bactériennes sont présentés dans

le Tableau III. Toutes les souches sont non productrices de coagulase. La souche Mf4 qui présente

une activité hémolytique cependant le reste des souches n'avait aucune activité hémolytique (Figure

23).

Tableau III : Tests de la production de coagulase et ’hémolyse des souches isolées.

Souches

Test coagulase

Test d’hémolyse

LT1

LK1

LK4

LKS

MEF2

MF4

MFS

MF10

US1

US4

US8

UsS9
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Figure 23: Réaction de test d'hémolyse.
V. Screening des traits PGP et activités enzymatiques

Les réponses des isolats bactériens aux différents tests essentiels a la promotion de la croissance
végétale permettent la mise en évidence des potentialités naturelles de chaque souche. Pour cet
objectif, 55 isolats bactériens ont été testés in vitro pour leurs caractéristiques favorisant la croissance
des plantes comme la production d’ammoniac, la solubilisation du phosphate inorganique, la

solubilisation de potassium ainsi que la production des enzymes. Les résultats sont présentés dans le

Tableau I'V.

V.1 Traits PGP des bactéries

V.1.1. Fixation de I’azote atmosphérique

Résultats obtenus dans cette expérience que la majorité des isolats bactériens €taient capables de fixer
I’azote atmosphérique (Figure 24). Ces résultats sont en accord avec les travaux de Aouane et

Hamani (2017).

Les études ont confirmé que les effets de stimulation de plantes par les PGPR sont liés essentiellement

a leur capacité a fixer I’azote (Vessy, 2003).

Pseudomonas et Bacillus que sont les souches bactériennes fixatrices d’azote telles que présentent un
grand intérét dans le domaine de la fixation d’azote (Cakmakeci et al., 2007) et Ils ont formulation

biologique sont utilisées comme biofertilisants pour un meilleur rendement et une meilleure culture.
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Figure 24: Fixation de 1’azote sur un milieu semi-solide NFb
1.2. Solubilisation des phosphates inorganiques

Le milieu de criblage PVK utilise une forme insoluble de phosphate inorganique et sélectionne les
microorganismes qui peuvent produire des zones claires autour des colonies. Les bactéries ont formé
une zone de dégagement autour des colonies apres 7 jours d'incubation, indiquant I'achévement de la
solubilisation du phosphate. Le résultat de la présente étude est conforme a ceux de Gaur (1990) et
Khan ez al. (2005), qui ont également rapporté que seules les bactéries solubilisant les phosphates
sont capables de créer des zones d'éclaircissement dans un milieu contenant du phosphate. Une
solubilisation maximale a été détectée chez les isolats MF4, MF2, MF5, LK1, LKS5, US1, USS8 et
US9, ce qui montre leurs potentiels et efficacités dans la solubilisation des phosphates (Figure 25).
Les especes de Bacillus sont parmi les communautés bactériennes les plus performantes dans la

solubilisation des phosphates (Illmer et Schinner, 1992 ; Wani et al., 2007).

Figure 25: Solubilisation de phosphates par les souches rhizosphériques cultivées.
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1.3. Solubilisation du potassium

D’apres les résultats obtenus, le nombre des isolats qui ont manifesté un halo clair autour des colonies
cultivé sur le milieu Aleksandrov, que sont parmi les principaux nutriments qui jouent un role
important dans la croissance et le développement des plantes en particulier dans la rhizosphere est

important (Mohammadi et Sohrabi, 2012).

Les résultats de la solubilisation du potassium sont montrés dans la Figure 26.

Figure 26 : Solubilisation du potassium par les souches rhizosphériques cultivées

1.4. Production d’ammoniac

D'apres les résultats obtenus, les souches isolés présentent une production de NH;3 avec
développement d’une couleur jaune a orange aprés addition du réactif de Nessler (Figure 27) Alors,
nos bactéries sont productrices d’ammoniac (Annexe 06). La production d'ammoniac est 'un des
traits de promotion indirecte de la croissance des plantes. En effet, NH3 c’est I'une des
caractéristiques les plus importantes des rhizobactéries qui contribue a la croissance des plantes

(Josephe et al., 2007).
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Figure 27: Résultat positif et négative de la production de NH3 par les rhizobactéries dans de 1’eau
peptonée.

2. Activité enzymatique

Les souches ont été testées pour leurs capacités a produire des enzymes telles que les cellulases et

protéases.
2.1. Activité cellulolytique

L’activité cellulolytique des bactéries a été€ révélée dans 12 souches. Les souches bactériennes ont été
inoculées sur un milieu solide basal complété par de la Carboxy Méthyl Cellulose comme seule source

de carbone. Nos souches se sont révélées négatives pour 1’activité cellulolytique.
2.3. Activité protéasique

Les résultats montrent qu’environ 50% de nos souches bactériennes sont productrices des protéases
est révélée par la détection de zone d’hydrolyse (Figure 28). Par exemple, les bactéries de genres
Bacillus et Pseudomonas sont connues pour leurs activités protéasique (Ayantnij et al., 2020 ;

Nanuny et al., 2021).
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Figure 28: Vérification des activités protéasique des souches (A et B ) rhizosphériques isolées sur
milieux de cultures.

Tableau IV: Traits PGP et activités des enzymes lytiques des souches.

Les Traits PGP Activité
souches enzymatique
Fixation | Solubilisation | solubilisation | Production | Protéase
de N2 du phosphate | du potassium | d’ammoniac

LTI + + + n ;
USI

US4

US8 -
US9

LK1 +
LK5

LK4 - -
MF2

- +

1
1
++ |+

+ |+ |+ +

+ |+ |+ |+

+ |+

+ |+ + |+

+ |+

MF5 -

MF10 +
MF4

+ |+ + |+
+ |+ + |+

V. Screening in vivo des souches

On constate que les souches LT1, US4, US8, LK1 et MF2 ont un effet de solubilisation de phosphore
et potassium. Ces souches ont montré aussi une amélioration de la germination de la tomate et I’orge

aprés 10 jours de culture.
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Figure 29: Aspects morphologiques des plantules d’orge apres dix jours de semis.

Figure 30: Aspects morphologiques des plantules de la tomate apres dix jours de semis.
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Conclusion

Les plantes sont liées aux bactéries dans une relation de coopération appelée Green Root Association,
ou certaines bactéries favorisent la croissance des plantes et augmentent leur résistance aux conditions
difficiles. Ces bactéries se trouvent généralement dans certaines especes de plantes désertiques
spontanées. Cette recherche vise a étudier cette association racinaire et a déterminer les bactéries

responsables de la promotion de la croissance et de 'augmentation de la résistance des plantes.

Dans cette étude, nous avons mis en évidence la diversité bactérienne dans la rhizospheére des plantes
Anvillea radiata L. (Nougd), Helianthemum lippii L. (Rguig), Cleome arabica L. (Netil), Fagonia
glutinosa Del. (Cherrik) et Moricandia suffruticosa (Krombe). Ainsi, leurs capacités a promouvoir la
croissance des plantes par divers mécanismes tels que a fixer I’azote atmosphérique et de solubiliser

les phosphates et le potassium a des taux trés élevés.

Cette ¢étude pourrait conduire au développement de nouvelles techniques agricoles utilisant ces
bactéries pour améliorer la production alimentaire dans les zones désertiques exposées a des
conditions météorologiques difficiles et des défenses naturelles des plantes dont la finalité est de
réduire 1’application de produits phytosanitaires.Ces souches, peuvent donc étre plus en profondeur

étudiées et valorisées, afin d’étre utilisées en agriculture et en biotechnologie.
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Tableau I : Taux de germination des grains a (10j) des souches rhizobactériennes bactériennes isolé

tige Racine taux de germination
1 2 3 1 2 3

LK1 4.3 5.95 2.7 4.08 | 1.54 275 |8 1.69 [ 50% |80% |50% |60% /

LKS 6.19 4.95 5.75 563 | 1.56 3.16 [3.42 [271 [80% [60% |60% [66.7% |53.3%
tomate | US8 5.03 3.25 / 4.14 | 1.54 1.79 |/ 1.66 | 65% |60% |/ 62.5% |/

MF10 4.73 5.38 4.92 501 [2.03 277 342 342 [75% |85% | 70% [76.7% | /

US9 3.9 2.7 3.93 3.54 [2.86 2 1.92 226 [90% |45% |70% |683% |/

LTI 2.66 4.57 3.33 3.52 | 1.16 1.36 [ 1.66 [ 139 [45% [70% |45% |53.3% |42.66%

MF4 4.54 5.54 34 449 12.69 3.04 |3 291 [65% [60% |25% | 50% /

US9 5.11 4.38 533 494 |44 231 1443 371 [36% |52% |60% |/ 49.3%

MF4 54 9.8 5.07 6.75 |4.54 57 1228 [4.17 [44% [20% [28% |/ 30.6%

MEF2 8.4 10.3 6.31 8.3 6.31 57 1375 1525 |32% [36% [|32% |/ 33.3%

LK5 6.06 7.33 59 643 |3.12 516 [ 4.1 412 [32% [36% [40% | / 36%

US8 5.02 5.62 5.76 564 |3.8 44 149 436 | 68% |68% |68% |68% /

LK4 4.7 5 8.9 6.2 2.6 56 809 523 |12% [12% [44% |22.6% | /
lorge | MF5 1.7 11.9 4.7 6.08 [0.5 5.9 1.16 |25 12% [32% | 12% | 18.6% | /

MEI10 7.1 4.9 10 733 |7 4.5 585 |[5.8 24% | 16% | 28% [22.6% |/

USI 9.08 6.5 6.9 7.5 6.4 48 3.2 4.8 48% | 40% [ 20% | 36% /

LTI 5.67 5.71 5.08 5.5 4.6 325 416 [2.61 |68% [56% |24% [49.3% |/

US4 6.6 7.45 4.5 6.18 [525 [7.18 [3.68 [537 [24% [44% |84% |50.6% [ /
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Tableau II: Taux de germination des grains a (15j) des souches rhizobactériennes bactériennes isolé

Les Tige Racine Taux de gemination Poids frais | Poids sec
souches
1 2 3 1 2 3
US9 6 7.5 770 |716 |267 |262 |56 3.61 92% | 84% 92% 89.3% | 1.04 0.22
MF4 797 618 |6.7 6.96 |[4.6 408 215 |36 96% | 96% 84% 92% 1.05 0.18
MF2 8.5 6.72 |56 6.94 |65 392 |37 4.7 64% | 88% 80% 77.3% | 0.68 0.22
LK5 6.77 |79 6.1 6.81 [3.02 423 [358 |3.6 80% | 96% 100% 92% |0.90 0.25
us8 7.1 853 (719 |76 4.3 3.64 |47 4.2 80% | 92% 76% 82.6% | 0.90 0.26
I'orge

LK4 621 |[370 |6.86 |54 3.8 342 | 547 477 68% | 96% 96% 86.6% | 0.78 0.22
MF5 437 183 / 6.33 [157 |59 116 |25 12% | 44% / 30% [0.36 0.21
ME10 6.81 |49 111 |76 3.78 |36 6.18 |45 72% | 80% 44% 65% | 0.96 0.19
US1 11.3 644 [659 (811 |29 333 |[354 325 72% | 100% | 88% 86.6% | 1.17 0.35
LT1 6.1 8.3 / 9.09 [447 479 4.63 88% | 76% / 82% 1.16 0.14
us4 533 [105 |10 8.1 266 |6.01 |36 2.85 96% | 84% 80% 86.6% | 1.23 0.25
control 565 |73 578 |6.3 4.7 293 |42 3.9 96% | 96% 84 92% 1.15 0.26
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Tableau III: Taux de germination des grains des souches rhizobactériennes bactériennes isolée

Les Longueur des Moyen Longueur des Moyen Taux de Moyen de Poids frais Moyen Poids sec Moyen

souches tiges longueur racines longueur | germination taux de poids poids
tiges racines germination frais sec

controle | 5.65 | 7.3 | 5.81 6.3 47 293 | 4.2 3.9 96| 96 | 84 92 1.00(120|127| 115 |0.26|0.27|0.25| 0.26
Ltl 6.1 | 8.3 | 6.67 7.2 422 | 4.47 | 4.21 4.3 76| 72 | 80 76 0971016120 0.77 |0.20/0.20|0.24| 0.20

Lkl ]9.21/898| / 9.09 4471479 |/ 463 (88|76 | / 82 129 1.03| / 116 |0.260.24|0.22| 0.24

Lk4 ]6.21]3.70 | 6.26 5.4 351 (342|547 | 477 68| 96 | 96 86 056092087 0.78 |0.15/0.22|0.30| 0.22

Lk5 [6.77| 79 | 6.1 6.81 |3.02]|4.23|3.58 3.6 80| 96 | 100 92 0.82]118|0.78| 092 |0.26|0.28|0.21| 0.25

Mf2 85 |6.72| 5.6 6.94 6.5 1392 ]| 37 4.7 64| 88 | 80 77.3 095|068 042 0.68 |0.23/0.24|0.20| 0.22

Mf4 | 7971618 [6.71| 6.96 46 |4.08 215 3.6 96| 96 | 84 92 110092 |114| 105 | 0.1 |0.27]|0.23| 0.20

Mf5 43783 | |/ 6.33 | 157|219 |/ 188 16| 44 | | 30 0.36 037 | / 036 012|033 | / 0.26

Mf10 [6.81] 49 |11.1 7.6 3.78 | 3.6 |6.18 4.5 72|80 | 44 65 1.01 (056|132 096 |0.20/0.22|0.17| 0.17
Usl |113]644|659| 8.11 29 |333|354| 325 |[72]100] 88 86.6 116 (117 118| 117 |0.26/0.29|052| 0.35

Us4 |533]105] 10 861 |[266]| 6.1 | 3.6 289 |96 | 84 | 80 86 083166122 123 |0.18/0.34|0.24| 0.25

Us8 7.1 1853|719 7.6 43 |3.64| 4.7 4.2 80| 92 | 76 82.6 043109118 090 [0.24/0.71|0.23| 0.39

Us9 6 | 75|77 716 | 267)262]| 5.6 361 92|84 | 92 89.3 0.76 | 115|121 | 104 |0.17/0.21|0.29| 0.22
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Composition des milieux de culture utilisés :
Gélose Tryptone-Soja (TSA) :
Tryptone (15 g)

peptone de soja (5 g)

NaCl (5 g)

Agar (18 g)

Eau distillée gsp. 1000 mL . pH 7,2.
Milieu Pikovskaya :

Glucose (10 g)

Ca3(PO4)2 (5 g)

(NH4)2504 (0,5 g)

NaCl (0,2 g),

MgS04+7H20 (0,1 g),

KCl1(0,2¢g)

Extrait de levure (0,5 g)
MnSO4<H20 (0,002 g)
FeS04-7H20 (0,002 g)

Agar (18 g)

Eau distillée gsp. 1000 mL. pH 7,2.
Milieu Aleksandrov :

Glucose (5 g)

MgS04+7H20 (0,5 g)

CaCO3 (0,1 g)

FeCl3 (0,006 g)

Ca3(PO4)2 (2 g)
Poudre de mica (3 g)
Agar (18 g)

Eau distillée gsp. 1000 mL. pH 7,2.
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Eau peptonée :

Peptone (10 g)

NaCl (5 g)

Eau distillée gsp 1000 mL. pH 7,2.
Skim Milk Agar :

Skim milk powder ou poudre de lait écrémé (28 g)
Hydrolysat de caséine (5 g)

Extrait de levure (2,5 g)

Dextrose (1 g)

Agar (18 g)

Eau distillée gsp. 1000 mL. pH 7,2.

Milieu minimal de Dworkin et Forster (DF) :

KH2PO4 (4 g)
Na2HPO4 (6 g)
MgSO4+7H2 (0,2 g)
FeSO47H20 (0,1 mg)
H3BO3 (0,10 pg)
MnSO4 (10 pg)
ZnS04 (70 pg)
CuS04 (50 pg)

MoO3 (10 pg)
Glucose (2 g)

Acide gluconique (2 g)
Acide citrique (2 g)
Agar (18 g)

Eau distillée qsp. 1000 mL. La quantit¢ d’ACC ou (NH4)2SO4, ajouté au milieu DF est 0,3033 g ou
2 g/L, respectivement. pH 7,2.
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Milieu semi-solide exempte d’azote :(nitrogen-free semi-solid medium, NFb) :
Acide malique (5 g)

KH2PO4 (0,5 g)

MgS04+7H20 (0,2 g)

NacCl (0,1 g)

CaCl2 (0,01 g)

4 mL Fe EDTA [1,64%] solution, 2 mL/L blue de bromothymol [0,5%], 2 mL/L solution de
micronutriments [Na2MoO4¢2H20 (0,2 g), MnSO4+H20 (0,235g),H3BO3 (0,28 g), CuSO4+5H20
(0,008 g)].

Agar (1,75 g/L)

Eau distillée gsp. 1000 mL. pH 7,2
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Resumé
Dans la présente étude, 77 bactéries ont été isolées a partir des racines de cinq plantes spontanées saharienne autochtone
de la région de Ghardaia.
Les isolats ont été criblé par rapport a leurs capacités a fixer I’azote atmosphérique, a solubiliser le phosphate inorganique
et le potassium. L'identification macroscopique et microscopique ainsi les tests biochimiques des isolats ont révélé la
dominance des genres suivant Bacillus et Pseudomonas.
Tous les isolats ont été examinés pour leurs capacités a promouvoir la germination et croissance des graines de 1’orge in
vitro. A partir de ce test, les isolats (MF2, MF5, MF4, LK4, MF10, LK1, LKS5, US1, US9 et US8) ont exprimé des
capacités PGP intéressantes et ont été testés pour leur efficacité a améliorer la germination et la croissance des graines
de l'orge (Hordeum vulgare L.) et de tomate (Solanum lycopersicum). Le taux de la germination, longueur des plantules
et des racines et les poids frais et secs ont été suivi. L’observation globale des résultats révéle une amélioration de la
croissance des plantules dans les conditions in vitro par rapport au contrdle. Ces résultats suggerent que les bactéries
rhizosphériques provenant de plantes naturelles dans des habitats arides constituent une source intéressante pour
l'isolement de bactéries a potentiel PGP qui peuvent étre utilisées dans I’amélioration de la croissance des plantes
cultivées.
Mots-clés : Bactéries, rhizosphérique, PGP, in vitro, Bacillus, Pseudomonas.
Abstract
In the present study, 77 bacteria were isolated from the roots of five spontanecous Saharan plants indigenous to the
Ghardaia region.
The isolates were screened for their ability to fix atmospheric nitrogen and to solubilise inorganic phosphate and
potassium. Macroscopic and microscopic identification as well as biochemical tests of the isolates revealed the
dominance of the following genera: Bacillus and Pseudomonas.
All isolates were tested for their ability to promote germination and growth of barley seeds in vitro. From this test, isolates
(MF2, MF5, MF4, LK4, MF10, LK1, LKS5, US1, US9 and US8) expressed interesting PGP abilities and were tested for
their efficacy in improving germination and growth of barley (Hordeum vulgare L.) and tomato (Solanum lycopersicum)
seeds. Germination rates, seedling and root lengths and fresh and dry weights were registered.
Overall observation of the results revealed an improvement in seedling growth under in vitro conditions compared with
the control. These results suggest that rhizospheric bacteria from natural plants in arid habitats constitute an interesting
source for the isolation of bacteria with PGP potential that can be used to improve the growth of cultivated plants.

Key words: Bacteria, Rhizospheric, PGP, in vitro, Bacillus, Pseudomonas.




