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« Ce ne sont pas les plus gros,
les plus brillants ou les
meilleurs qui vont survivre,
mais ceux qui s'adaptent le

plus rapidement. »

Charles Darwin
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Résumeé

Les rhizobactéries favorisant la croissance des plantes (PGPR) sont des bactéries
bénéfiques qui colonisent les racines des plantes et améliorent leur croissance par une grande
variété de mécanismes, leur utilisation est en constante augmentation dans l'agriculture.
Dans ce travail, nous avons étudié le potentiel de production de quelques activités liées a la
PGP de onze rhizobactéries du genre Bacillus qui ont été isolées a partir des champs de
différentes plantes, cultivés dans des zones a Mostaganem, au nord-ouest de I’ Algérie. Aprés
avoir isoler les rhizobactéries a partir des trois compartiments de la rhizospheére, différents
tests d’identification ont été réalisés, ensuite tous les isolats ont été testés pour évaluer leur
capacité a fixer I’azote atmosphérique, solubiliser le phosphate et le zinc, produire I’acide
indole acetique et la production de cyanure d’hydrogeéne. Les résultats ont montré que les
isolats : LAX11, LAX12, PBX4, PAY2, PAY8, PAZ10, PAZ11, PAX13 et PDY7 ont induit
la production de d'acide indole acétique (AIA) avec des taux allant de 4,58"+ 0.33 pg/ml
jusqu’a 25,16* £0,73ug/ml, tous les isolats ont éte fixateurs d’azote alors qu’aucun isolat
n’était capable de produire ’HCN. La plupart des isolats ont formé un halo transparent
autour des colonies, signifiant la solubilisation du zinc avec des valeur d’ES allant de
207,12°+6.56 a 250°+11 et la solubilisation du phosphate sur le milieu pikvoskaya avec des
valeur d’ES allant de 209,33° + 9.02 a 550%+12 . Les résultats obtenus augurent de la
possibilite d'utiliser la rhizobactérie Bacillus comme un engrais biologique pour de meilleurs

rendements.

Mots clés : PGPR, Bacillus, Solubilisation du phosphate, Solubilisation du zin, Fixation
d'azote, IAA, HCN .
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Abstract

Plant growth promoting rhizobacteria (PGPR) are beneficial bacteria that colonise plant
roots and enhance their growth through a wide variety of mechanisms, and their use is
constantly increasing in agriculture. In this work, we investigated the production potential
of some PGP-related activities of eleven rhizobacteria of the genus Bacillus that were
isolated from the fields of different plants, grown in areas in Mostaganem, northwestern
Algeria. After isolating the rhizobacteria from the three compartments of the rhizosphere,
different identification tests were performed, then all isolates were tested for their ability to
fix atmospheric nitrogen, solubilise phosphate and zinc, produce indole acetic acid and
produce hydrogen cyanide. The results showed that isolates: LAX11, LAX12, PBX4, PAY2,
PAY8, PAZ10, PAZ11, PAX13 and PDY?7 induced the production of indole acetic acid
(IAA) with levels ranging from 4.58" + 0.33 pg/ml up to 25.16%+0.73ug/ml, all isolates were
nitrogen fixers while none of the isolates were able to produce HCN. Most isolates formed
a transparent halo around the colonies, signifying zinc solubilisation with ES values ranging
from 207.12°+6.56 to 250°+11 and phosphate solubilisation on pikvoskaya agar medium
with ES values ranging from 209.33°£9.02 to 550%+12. The results obtained point to the

possibility of using Bacillus rhizobacteria as an organic fertiliser for better yields.

Key words: PGPR, Bacillus, Phosphate solubilisation , Zinc solubilisation , Nitrogen
fixation, IAA, HCN .
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Introduction

Introduction

Le sol est considéré comme une ressource naturelle vitale équivalente a l'air et a I'eau
qui soutient la croissance des plantes et fournit des habitats aux microorganismes (bactéries
et champignons) (Poonam et al ., 2022 ) qui sont essentiels dans ses fonctions clés. lls sont
nécessaires pour la minéralisation de la matiere organique et lui conférent une meilleure
structure ; ils participent a la dégradation de polluants organiques et & un meilleur état
sanitaire dans les sols (Gobat et al ., 2010 ). Depuis plusieurs décennies, certains de ces
microorganismes, notamment des bactéries, ont été introduites dans le sol pour améliorer la
croissance des plantes (Cooper,1959 ; Mishustin et Naumova, 1962 ; Brown, 1974 ;
Kloepper et al., 1980 ; Schipperset al., 1995). Ces bactéries sont appelées rhizobactéries
favorisant la croissance des plantes (PGPR) (Kloepperet al., 1989).

Le nombre d'espéces bactériennes identifiees comme PGPR a augmenté récemment
en raison de nombreuses études portant sur une plus large gamme d'espéces végétales sur les
progres réalisés en matiére de taxonomie bactérienne ainsi que sur les progrées développés
dans la compréhension des différents mécanismes d'action de ces rhizobactéries. A I'heure
actuelle, les PGPR incluent des taxons bactériens tres divers (Ashraf et al., 2008) et le genre

Bacillus figure en téte de liste.

La dynamique des populations d'organismes introduits et leurs effets sur la santé des
plantes ou sur les populations de pathogenes ont souvent été soigneusement étudiés
(Kloepperet al., 1980 ; Okon et Kapulink, 1986, Bull et al., 1991), et il existe des études
sur les effets des microorganismes introduits autres que les pathogenes(Siciliano et
Germida, 1998) et des travaux sur les voies de succession (Steer et Harris, 2000), mais des
articles ou la croissance des plantes est considérée en méme temps que la dynamique des

populations inoculées dans le temps sont rares.

Une question intéressante est celle de la spécificité de la réponse de la croissance des
semis apres inoculation avec des PGPR. Comme les PGPR sont fréquemment isolés a partir
d'une espéce végétale différente de celles ou elles sont ensuite introduites, cette spécificité
pourrait étre un obstacle au développement d'inoculants racinaires efficaces pour une
utilisation dans les programmes de pépiniéres ou de cultures de plein champ (Enebaket al.,
1998). L’¢élaboration de mesures efficaces pour les inoculants microbiens demeure un défi

scientifique majeur (Richardson, 2001). En outre, la sélection d’une souche PGPR efficace
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est liée a la caractérisation de ses propriétés favorisant la croissance végétale. (Cattelan et
al., 1999).

Parmi les bactéries inoculantes utilisées a ces fins il y en a qui appartenaient
principalement au genre Bacillus (Holl et al., 1988), Les inoculants & base de Bacillus sont
particuliérement intéressants car (au moins en théorie) grace a l'utilisation de PGPR formant
des spores, gram-positifs ils peuvent persister dans les champs pendant de longues périodes
et peuvent aussi étre produits et stockés a des fins commerciales.L'utilisation de la
technologie PGPR dans les deux dernieres conditions expérimentales peut produire des
plantes forestieres plus vigoureuses et, par conséquent, pourrait améliorer la survie de ces
plantes lorsqu'elles sont plantées sur le terrain a des fins de reforestation.(Probanza A
etal ., 2002).

L'objectif de la présente étude était donc d'estimer les potentialités du genre Bacillus,

isolé du sol , conduisant a I’amélioration de la croissance des plantes.
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I. La microbiologie du sol

1.1. Définition

Le sol est normalement considéré comme la terre fine qui recouvre les surfaces
terrestres a la suite de l'altération in situ des matériaux rocheux ou de I'accumulation de
matieres minérales transportées par l'eau, le vent ou la glace. La particularité du sol est qu'a
cette matiére minérale altérée s'ajoute de la matiére organique (Doran et Zeiss, 2000).
Cette matiére organique peut étre a la fois vivante et morte. La matiére organique morte
comprendra des racines et des feuilles de plantes mortes peu modifiées et fraichement
ajoutées et d'autres litieres végétales, de la faune morte et de la matiére organique a divers
stades de décomposition, allant de matiéres relativement fraiches peu modifiées a la
matiére décomposée complexe appelée humus. C'est ce melange de matiéres minérales et

organiques qui donne aux sols leurs caracteristiques distinctives. ( Luo et al ., 2020 ) .

A la surface de la terre, il existe de nombreux types de sols différents qui reflétent,
au moins en partie, diverses combinaisons de matieres minérales et organiques et leurs
différentes réponses - a la fois séparément et souvent en association complexe — a
différentes conditions environnementales. En effet, le sol (et les constituants du sol), avec
la vie végétale qu'il supporte, la roche sur laquelle il repose et le climat qu'il subit, forme

un systéeme finement équilibré. (Nortciff et al ., 2006 ).
I.2.La microflore du sol

Les organismes présents dans le sol comprennent des bactéries, des champignons, des
algues, des parties souterraines de plantes et des animaux allant des protozoaires aux
mammiféres (Gobat et al ., 2010 ) que les pédologues classent généralement en fonction de
leur taille, bien que d'autres classifications existent (par régime alimentaire, par leur
habitat). Dans cette classification, les bactéries et les champignons sont regroupés en tant
que microbiomes (moins de 10 um de taille ou de diametre). Les protozoaires et les
nématodes d'une taille comprise entre 10 et 200 um sont classés comme microfaune.
Ensuite, les animaux de taille moyenne sont principalement constitués de collemboles et
d'acariens (entre 200 um et 2 mm). Enfin, la grande faune comprend les invertébrés de plus
de 2 mm : les principaux représentants sont les vers de terre, les larves d'insectes, les
myriapodes, les limaces, etc. Certaines classifications incluent la mégafaune, y compris les

vertébrés terrestres tels que les taupes ou les campagnols (Fig.1) , (Swift et al.,1979) .
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Microorganismes Microfaune Mésofaune Macrofaune Mégafaune

Bactéries 2005 um 2 mm 20 mm

Champignons
Protozoaires i
Nématodes:
Acariens
Collemboles
i  Diploures
Symphyles
Enchytréides
Isoptéres / Fourmis
Diptéres
Isopodes &y,
Myriapodes <,
Aranéides - o
Coléopteres 4;‘?
Mollusques
Oligochetes

Vertébrés

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

Figurel : Classification des organismes du sol selon leur taille modifié d'aprés (Swift et al., 1979)

Les microbes du sol sont des acteurs clés dans d'importants processus écologiques tels
que les cycles biogéochimiques du carbone, de l'azote, du phosphore et du soufre, et
affectent directement toute la vie sur Terre (Garbeva et al. 2004). Notez que 1 g de

sol/sédiment peut contenir 109 cellules bactériennes (Whitman et al. 1998).
I1. La Rhizosphere
11.1. Définition

Une rhizosphere est le volume sédimentaire ou la croissance des microorganismes
est directement influencée par l'activité des racines et des rhizomes, souvent par I'échange
de composés avec les plantes, elle représente ainsi la région du sol influencée par les
racines et les microorganismes associées (York et al., 2016) Cette zone comprend la majorité
des organismes du sol car ils bénéficient des exsudats racinaires. On compartimente la
rhizosphére en trois grandes composantes qui interagissent ensemble : I'exorhizosphére sol,

la rhizoplane et les racines (Barea et al.,2005)(Fig.2).
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ENDORHIZOSPHERE

Poil absorbant

Stele (xyleme et phloeme)

o
RHIZOPLAN _..._‘-JE B
Endoderme
ECTORHIZOSPHERE

:H i
E.a ’
.
Mucige] —— £
(mucilage végétal
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Figure 2 : Représentation des trois zones de la rhizosphére (Lynch 1983).
11.2. Historique

Le scientifique allemand Hiltner (1904) a été le premier a proposer l'idée que les
plantes ne sont pas seulement influencées par le sol, mais qu'elles y participent activement
par le biais des racines, créant ainsi la rhizosphéere, et depuis lors, le développement de la
théorie de la rhizosphere a été constant et I’utilisation du préfixe latin rhizo est devenue
populaire, et parfois la création de nouveaux mots semblait prendre le pas sur I'avancement
de concepts clairs. Le rhizoplane a été introduit par Clark (1949) et défini comme "les
surfaces externes des racines des plantes ainsi que toutes les particules de sol ou de débris
qui y adherent étroitement”. Cependant, les recherches ultérieures ont utilise ce terme de
maniéere ambigué, souvent en raison des limites des approches expérimentales. Parfois,
lorsque les racines sont extraites du sol ou d'autres milieux, seul le sol adhérant aux racines
est considéré comme la rhizosphére, et I'épiderme racinaire lavé et exempt de particules de
sol est considéré comme le rhizoplane (Cook et Lochhead, 1959 ; Wieland et al., 2001 ;
Bulgarelli et al., 2012).

11.3. R6le des racines

La rhizosphere est un milieu enrichi en matiéres organiques par les racines ; un
processus majeur dans la rhizosphére consiste en la rhizodéposition de composés carbonés
par les racines. Il est estimé que 40 % du C assimilé par les plantes au cours de la
photosynthése est alloué au compartiment souterrain, avec des variations importantes
suivant les especes végétales et leur environnement. (York et al ., 2016). Un tiers de ce C

permet I'élaboration de la biomasse racinaire, un second tiers est respiré par les racines,
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alors qu'un dernier tiers correspond a la rhizodéposition qui constitue une source d'énergie
essentielle pour les microorganismes du sol. Les activités et les structures des
communautés microbiennes de la rhizosphére sont ainsi considérablement affectées par
rapport au reste du sol. Le sol est en effet un milieu contraignant par la faible disponibilité
et accessibilité des ressources, notamment en C. Ainsi, les points d'entrée de matiéres
organiques fraiches que sont les racines et leurs rhizodép6ts (notamment les exsudats
racinaires) jouent un réle majeur en écologie microbienne des sols, en stimulant les
activités microbiennes et I'ensemble des chaines trophiques qui en découlent. Par ailleurs,
ce processus qui a lieu notamment a l'apex des racines, contribue a injecter des composés
carbonés sur I'ensemble du profil de sol colonisé par les racines. Ce processus ne concerne
pas seulement le cycle biogéochimique de C puisque les rhizodépdts peuvent contenir des
nutriments (azote (N)) ou stimuler la minéralisation de matiéres organiques du sol et des
nutriments (N ou phosphore (P))(Philippe, 2010).

La rhizodéposition est un processus pour lequel il manque encore de données
quantitatives compte tenu de la difficulté de l'estimer au champ. Il existe de multiples
facteurs génétiques et environnementaux de régulation de la rhizodéposition, qui
compliquent la prédiction des flux mis en jeu effectivement dans les agro-écosystemes et

leur contribution a la séquestration de C dans les sol (Philippe, 2010)
11.4.Rble des microorganismes dans la rhizosphere

Certains microorganismes interagissent avec des plantes spécifiques. Ces interactions
peuvent étre pathogenes, symbiotiques, nocives, saprophytes, ou neutres. Les interactions
bénéfiques pour l'agriculture comprennent les mycorhizes, la nodulation des légumineuses
et la production de composés antimicrobiens qui inhibent la croissance des agents
pathogenes. (Barbault, 2008).

Les microorganismes convertissent les formes organiques des nutriments en formes
inorganiques que les racines des plantes peuvent absorber. Chez les légumineuses, les
nodulations racinaires microbiennes permettent aux plantes de fixer l'azote de lair. lls
produisent des vitamines, des antibiotiques, des hormones végétales et des molécules de
communication qui favorisent la croissance des plantes (Lines-Killy, 2005) et lorsqu’ils
redeviennent actifs, les microorganismes du sol sécretent un mucilage riche en glucides et
en protéines dont la fonction premiere est d'assurer une protection contre la dessiccation.

Ce mucilage est collant et a tendance a s'agglutiner aux particules de sol adjacentes
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constituant ainsi de petites entités autour des cellules microbiennes ayant une stabilité et
une cohésion supeérieure a celle du milieuenvironnant ; c'est ce qu'on appelle un agrégat
(Tisdall et Oades, 1982). Les microorganismes se développant sur les matieres organiques
pour s'en nourrir ont donc une influence sur leur propre environnement physique et en

deviennent eux-mémes les architectes (Fig.3).

minérales do sol

Figure 3 : Agglutination et formation d’un agrégat de sol consécutives a I’activité microbienne de

décomposition d’une particule de matiére organique (CRAAQ, 2005).

Les agrégats formeés par l'activité microbienne de décomposition des matiéres organiques
ont toutefois une durée de vie limitée et se désagrégeront a mesure gque la matiére organique se
décompose et s'humifie, et que les microorganismes mourront ou entreront de nouveau en
dormance aprés avoir épuisé leur source d'énergie. De nouveaux agrégats seront formeés a mesure
que de nouvelles matiéres organigques seront apportées au sol. Ce phénomene dalternance entre
agrégation et désagrégation constitue un systéme biologiqguement dynamique ou les agrégats se
renouvellent et changent de forme, sans cesse influencés par l'activité biologique de décomposition

des matiéres organiques. (Philippe, 2010).
I1.5. Les rhizobactéries

Les microbes du sol varient en qualité et en quantité d'une plante a l'autre. Les
exsudats racinaires influencent sélectivement la croissance des bactéries et des
champignons de la rhizosphére en libérant de grandes quantités de sédiments de la
rhizosphére dans le sol (les rhizodép6ts ) en modifiant la chimie du sol a proximité des
usines racinaires et en agissant comme un substrat de croissance sélectif pour les
microorganismes. Ceux-ci influencent a leur tour la composition et la quantité des
différents composants des exsudats racinaires par des effets sur la perte de cellules

racinaires, le métabolisme cellulaire et la nutrition des plantes (Yang et Crowley, 2000).
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De cette particularité, la structure et la composition spécifique de la communauté
microbienne de la rhizosphére varient selon les différentes parties du systéme racinaire, et
cette différence dépend également du type de sol, des especes végétales, de I'état
nutritionnel, de I'dge, de la présence de stress ou de maladies, et d'autres facteurs

environnementaux. (Reddy et al., 2014).

On comprend donc que les racines puissent attirer divers microorganismes, dont des
bactéries précisément associées a ces racines, qui sont alors appelées : les rhizobacteries
(le nom vient du grec rhiza, signifiant racine). Cette association, ce role et cet impact des
bactéries de la rhizosphere sur les plantes dépendent de leur établissement réussi dans la
rhizosphere ; elles peuvent avoir des effets positifs, négatifs ou neutres sur la croissance
des plantes. Pres de 5 % des bactéries de la rhizosphere favorisent la croissance des plantes
et protégent contre les agents pathogenes tels que les bactéries, les champignons et les
nématodes. L'inoculation des semences avec ces bactéries de la rhizosphére entraine

généralement une augmentation de rendement d'environ 10 & 30%. (Beauchamp, 1993).
11.6. Les rhizobacteries promotrices de la croissance des plantes
11.6.1. Définition

Le terme PGPR a été introduit pour la premiére fois a la fin des années 1970,
lorsqu'il a été démontré, par Kloepper et Schroth, que des souches de Pseudomonas
fluorescentes ont améliore le rendement des cultures de pommes de terre jusqu'a 500% par
la production de sidérophores ; chélateurs de fer, privant les bactéries pathogenes indigenes
de fer (Garcia et al., 2003). Seulement 1 a 2% des bactéries favorisent la croissance des
plantes dans la rhizosphére (Beneduzi et al., 2012). Les PGPR peuvent étre donc définies
comme la partie indispensable du biote de la rhizosphére qui, lorsqu'elles sont cultivées en

association avec les plantes hotes, peuvent stimuler la croissance de ces dernieres.

Les PGPR semblent étre des rhizobacteries qui ont réussi a s'établir dans
I'écosysteme du sol en raison de leur grande adaptabilité a une grande variété
d'environnements, de leur taux de croissance plus rapide et de leur polyvalence
biochimique pour métaboliser une large gamme de composés naturels et xénobiotiques et
les utiliser par la suite. (Parvatha, 2014). A la difféerence des autres bactéries
rhizosphériques, elles ont, en retour, un effet bénéfique sur la plante via une multitude de

mécanismes (Vacheron et al., 2013).
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Les PGPR les plus fréquemment identifiées sont des pseudomonades fluorescentes,
mais comptent aussi des Bacillus, des Azospirillum, des Azotobacter, des Klebsiella, des

Enterobacter, des Rhizobium et des Serratias pp. (Bakker et al. 1991;Kloepper 1992).
I1.6.2. Mécanismes d’action des PGPR

11.6.2.1. Mécanismes directes

I1.6.2.1.1. Fixation d’azote

L’azote représente 78% de I’atmosphere terrestre, ce fait de lui I’élément le plus
abondant. Malgré son abondance, il s’y trouve que sous sa forme moléculaire normale

diatomique N2, un gaz relativement inerte et donc peu réactif(Pedraza, 2008).

Chez les plantes, il est essentiel a la synthése des acides nucléiques et des protéines,
les deux polymeres les plus importants de la vie. Or, la plupart ne peuvent pas 1'utiliser
sous sa forme N.. L’azote fixée inorganique, souvent sous forme d’ammoniac NH3z ou
d’ions nitrates NOgz -, est la seule forme qu’ils peuvent utiliser. Par conséquent, 1’azote
représente donc un élément trés limitant pour la productivité et la croissance des

Iégumineuses. (Miloud, 2018).

Certaines espéces de Bacillus sont parmi les PGPR qui ont la capacité de fixer I’azote
a ’aide de la nitrogénase on catalysant la réduction enzymatique de I’azote atmosphérique

en ammoniac (NHz).(Pedraza, 2008).
11.6.2.1.2. Solubilisation du phosphate

La solubilisation microbienne applique la capacité naturelle d'un microorganisme a
libérer le phosphate a partir de structures non disponibles. Le principal mécanisme reconnu
comme responsable de la solubilisation du phosphate est la production de différents types
d'acides organiques comme un mecanisme majeur de la libération du phosphore des

structures d'hydroxyapatite (Miloud, 2018).

Les microorganismes solubilisant le phosphate (MSP) ont été considérés comme les
meilleurs moyens écologiques pour la nutrition des cultures par le phosphate. Bien que,
plusieurs especes de Bacillus ont été identifiées comme des MSP : B. megaterium, B.

cereus, B. subtilis (Agnieszka et al., 2018).
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11.6.2.1.3. Solubilisation du zinc

Les plantes peuvent absorber le zinc en tant que cation divalent (Kabata-Pendias et
Pendias, 2001) mais seule une trés petite partie du zinc total est présente dans la solution
du sol sous forme soluble. Le reste du zinc est sous forme de complexes et de minéraux
insolubles (Alloway, 2008). L'indisponibilité du zinc dans le sol entraine une carence en
zinc, qui est l'une des carences en micronutriments les plus répandues. Pour atténuer la
carence en zinc, diverses méthodes ont été appliquées depuis longtemps. Des engrais a
base de zinc sous forme de sulfate de zinc (White et Broadly, 2005) ou de Zn-EDTA
(Karak et al., 2005) ont été utilisés. Cependant, ces approches sont colteuses, laborieuses
et plus lentes. Une meilleure alternative a toutes ces approches est l'utilisation de

rhizobactéries solubilisant le zinc.
11.6.2.1.4. Production de phytohormones

Les PGPR peuvent directement influencer la croissance des plantes, soit par la
production de phytohormones (auxines, gibbérellines, etc.) ou par la promotion de l'acces
aux nutriments (Beneduzi et al., 2012). Les bacteéries vivant en association avec les plantes
ou dans la rhizosphere sont plus aptes a prospérer a partir des substrats excretes par les
racines des plantes et ainsi convertir les différents substrats en hormones ou autres

substances benéfiques a la croissance des plantes (Kochar et al., 2011).
11.6.2.1.4.1. Acide Indole Acétique

La famille des auxines est une importante famille de phytohormones de croissance.
L'acide-indole-acétique (1AA) est lI'auxine la plus naturellement distribuée chez les plantes
vasculaires, les mono et dicotylédone, les filicophyta et les gymnospermes
(Srivastava, 2002).

L'IAA dont le précurseur est le tryptophane (Fig.4) est impliqué dans presque tous les
aspects de la croissance et du développement chez la plante (Srivastava, 2002) et est
connu pour étre impliqué dans l'initiation des racines, la division et I'élargissement
cellulaire (Vessey,2003).

La production d'lAA a été détectée chez plus de 80 % des bactéries en provenance de
la rhizosphere. Cependant, la 15 documentation de la production d'lAA par les bactéries

Gram positive est rare (Shahab et Ahmed, 2011). Parmi les espéces bactériennes capables

10
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de produire de I'AA on retrouve les genres Pseudomonas, Arthrobacter, Acinetobacter,

Enterobacter et Bacillus (Yuan et al., 2011).

OH
N OH

A HN NHz g

Figure 4 : Molécule d'lAA et son précurseur le tryptophane. (LAURIANE, 2015)
A 1AA | B: Tryptophane

11.6.2.1.4.2. Gibbérellines et Cytokinines

Les cytokinines sont des aminopurines N6-substituées qui jouent un rdle-clé dans un
grand nombre de processus physiologiques tels que la division cellulaire des plantes,
I'interruption de la quiescence des bourgeons dormants, I'activation de la germination des
graines, la promotion de la ramification, la croissance des racines, lI'accumulation de la
chlorophylle, I'expansion des feuilles et le retard de la sénescence. En outre, les cytokinines
régulent l'expression du géne codant pour I’expansion, protéine qui induit le relachement
des parois cellulaires des plantes et facilitant l'expansion de la cellule végétale et
provoguant sa turgescence, ceci a un impact a la fois sur la taille et la forme des cellules
(Downes et al. 2001). Bacillus ¢’est parmi les productrices de cette hormone (Timmusk et
al., 1999).

Les gibbérellines sont synthétisées par les plantes supérieures, les champignons et
les bactéries, ce sont des acides diterpénoiques constitués de résidus isopréniques. Un
nombre important (136) de gibbérellines différentes sont identifiées et caractérisées
(MacMiillan,2002). Elles affectent la division et lallongement cellulaires et sont
impliguées dans plusieurs processus de développement tels que la germination des graines,
la floraison, la fructification et le retard de la sénescence dans de nombreux organes d'une
large gamme d'espéces végétales. Les gibbérellines sont également impliquées dans la
promotion de la croissance de la racine car elles régulent I'abondance des poils racinaires
(Bottini et al., 2004).

11
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11.6.2.2. La production de ’Aminocyclopropane-1-carboxylate (ACC) désaminase

Au cours des dernieres années, un nouveau mécanisme de promotion de la
croissance des plantes impliquant 1’éthyléne est proposé (Burdman et al., 2000). Certaines
PGPR produisent de I’ACC désaminase, une enzyme qui pourrait cliver I’ACC, le
précurseur immédiat de I'éthyléne dans la voie de biosynthése de I'éthylene chez les
plantes. L'activité de 'ACC désaminase diminuerait la production d'éthyléne et favoriserait
un allongement des racines. Les PGPR produisant cette enzyme soulageraient ainsi la
plante de plusieurs stress causés par des infections, ’absorption de métaux lourds, la

salinité élevée et méme la sécheresse (Glick et al., 1998).

Le role de ’ACC désaminase chez les PGPR est actuellement bien établi. Elle
intervient dans la régulation de 1’éthyléne chez les plantes. Les PGPR s’attachent aux
racines et métabolisent les exsudats racinaires tels que le tryptophane et le transforment en
auxines particulierement en AIA. Cet AIlA rhizobactérien ainsi que I’AIA endogéne de
la plante peuvent induire I’activité de I’ACC-synthase qui produit de I’ACC (Penrose et
Glick, 2001). Une partie de ’ACC de la plante est excrétée et dégradée parl’ ACC-
désaminase des rhizobactéries en ammoniaque et o-cétobutyrate, composés rapidement
métabolisés par les bactéries (Holguin et Glick, 2001) par conséquent ladiminution de

I’ACC entraine I’abaissement du taux d’éthyléne dans la plante (Fig.5).

Plant Root ACC deaminase producing
bacteria

Plant association with ACC
deaminase producing bacteria

Fig. 5 : Mécanisme d’action de I’ACC désaminase sur la production de I’éthyléne par la plante
sous stress abiotiques (Glicket al., 1998 ).

12
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11.6.2.3. Mécanismes indirects
11.6.2.3.1. La production des sidérophores

Le fer est un nutriment important pour presque toutes les formes de vie (Neilands.,
1995). Certains PGPR produisent des sidérophores, composés de faible poids moléculaire,
généralement inférieur a 1 KDa, qui contiennent des groupements fonctionnels capables de
capter le fer par assimilation végétale (Kirdi et Zermane., 2010). Ils transportent ensuite
ces complexes jusqu'a la cellule microbienne, ou il est reconnu par des récepteurs
membranaires situés sur la membrane externe bactérienne, qui seront utilisés lors de la
croissance microbienne. Les sidérophores des bactéries de la rhizosphére peuvent affecter
directement la disponibilité du fer pour les plantes car ils rendent le fer indisponible pour
les champignons phytopathogénes. De nombreuses plantes ont des mécanismes pour lier
les complexes bactériens fer-sidérophores, les transporter a travers la plante, puis les

libérer sous sa forme réduite disponible (Hamoum, 2017).
11.6.2.3.2. Compétition pour I’espace et les nutriments

La compétition pour l'espace et les nutriments est un mécanisme biologique utilisé
par le PGPR pour éeliminer les agents pathogenes des plantes. La réduction de la maladie
peut étre liee a la colonisation importante des racines par des bactéries bénéfiques, ce qui
réduit le nombre de sites habitables pour les microorganismes pathogenes, réduisant ainsi
leur croissance (Dommergues et Mangenot, 1970). Ainsi, le taux de croissance joue un
réle important, et il existe d'autres propriétes qui améliorent le potentiel de colonisation de
la souche, telles que la mobilité (présence de flagelles), la chimiotaxie et la capacité
d'utiliser les composés excrétés par les racines comme sources de carbone et d'azote
(Berggren et al., 2001).

11.6.2.3.3. L’antibiose

L'action antibiotique est I'antagonisme causé par les antibiotiques. Elle est causée
par l'activité de composants antagonistes synthétisés par des populations microbiennes qui
sont toxiques pour les pathogenes. De plus, certaines souches de PGPR ont la capacité de
dégrader les parois cellulaires fongiques en produisant des hydrolases. D'autre part,
certains composés volatils (comme le HCN) libérés par les PGPR ont des effets

antibactériens et protegent les plantes hotes (Paulin, 2007).

13
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11.6.2.3.4. Résistance systémique induite

La reconnaissance par la plante de certaines bactéries de la rhizosphére entraine une
réponse immunitaire qui lui permet de mieux se protéger des organismes pathogénes.
L'immunité de cette plante s'appelle ISR. La résistance systémique induite est une forme de
résistance stimulée notamment par les PGPR, car ils peuvent induire des effets indirects en
sensibilisant les plantes a se protéger des attaques microbiennes. Le concept de résistance
systémique inductible (ISR) au PGPR a été justifié par certaines études biochimiques
montrant que la protection des plantes traitées au PGPR est associée a des modifications
métaboliques profondes. L'ISR peut étre induite par divers microorganismes Gram-positifs

ou Gram-négatifs tels que Bacillus et Pseudomonas (Emmanuel et al., 2008).
11.6.4. Diversité taxonomique des PGPR

Les PGPR représentent une diversité de genres et d’especes, Certains genres des
PGPR sont plus étudiés que d’autres notamment pour leur utilisation dans le domaine de
I’agriculture, il est a noter que la premicre souche bactérienne qualifié¢e de PGPR
appartient au genre Pseudomonas (Pérez-Montafio et al., 2014). Elles appartiennent
surtout aux quatre phylums : Proteobacteries, Actinobacteries, Bacteroidetes et Firmicutes

(Hugenholtz, 2002). Ce dernier phylum comporte les Bacillus (Fig.6).

Bacteria

Figure 6 : Arbre représentant la diversité taxonomique des PGPR .

14
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11.6.5. Bacillus

Bacillales est I'ordre auquel appartient la famille des Bacillaceae au sein du genre
Bacillus. Ce genre se caractérise par une forme de batonnet dans le groupe des Gram
positifs et est donc classé comme aérobies stricts ou anaérobies facultatifs et intégré par 88
especes. Une caractéristique associee a ce genre est qu'il forme un type de cellule appelé
endospore en réponse a des conditions de croissance défavorables qui déforme la structure
de la cellule (Abe et al .,2018 ) . Cette forme de spore résiste aux températures élevées et
aux désinfectants chimiques actuels. Généralement, les espéces de Bacillus utilisées en
lutte biologique sont mobiles, a flagelle péritriche. De nombreuses espéces de Bacillus , y
compris B. subtilis , B. cereus et B. mycoides , sont connues pour supprimer la croissance
de plusieurs pathogénes fongiques tels que Rhizoctonia , Fusarium , Nectria . Les
principaux producteurs dantibiotiques de ce genre sont B.brevis (gramicidine,
tyrothricine), B. subtilis (polymyxine, difficidine, subtiline ,mycobacilline, bactéricine), B.
cereus (cerexine, zwittermicine) etc .. Bacillus spp. produisent également une gamme
d'autres métabolites, notamment des phytoalexines, des chitinases et d'autres enzymes
dégradant les parois cellulaires et des composés volatils qui déclenchent des mécanismes
de résistance des plantes contre les attaques de champignons, de bactéries et de nématodes

pathogenes.( Parvatha ,2014 ) .
11.6.5.1. Taxonomie

La taxonomie des Bacillus a été modifiée avec l'avenement des différentes
technologies moléculaires et génomiques. il a été démontré qu'il est possible de
différencier plusieurs espéces de Bacillus par leur ARN ribosomique et que la plupart de
ces especes ne sont pas distribuées dans un ordre apparent ( Joung et Coté , 2004 ) .
Certaines especes de Bacillus ont été transférées dans de nouveaux genres tels que
Geobacillus, Paenibacillus, etc. Malgré le transfert de certaines especes, Bacillus reste
toujours un grand groupe avec plus de 150 espéces. Les especes bien connues telles que
Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Bacillus licheniformis, Bacillus thuringiensis, Bacillus
anthracis, Bacillus pumius ainsi que Bacillus megaterium font toujours partie du genre
Bacillus .Les Bacillus représentent le plus large et proéminent groupe de bactéries
aérobiques formant des endospores et ont recu une attention considérable au niveau
taxonomique, car les différentes espéces ont des applications remarquables dans différents

secteurs. Il est possible de distinguer des groupes pour le genre Bacillus. Parmi ceux-ci on
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retrouve deux groupes qui représentent un intérét particulier au niveau médical et
industriel, soit le groupe B. subtilis et le groupe B. cereus. (Fritze ,2004). Le tableau qui

suit représente la classification du genre Bacillus Sp(Tab.1).

Tableau 1 : Classification de Bacillus (Cohn, 1872))

Régne Bacteria
Embranchemenl Firumicutes
Classe Bacilli
Ordre Bacilaes
Famille Bacilaceae
Genre Bacillus

11.6.5.2. Habitat et écologie

Le sol est considérée comme [I'habitat principal des espéces de Bacillus ou ces
dernieres représentent l'essentiel de la communauté microbienne et en particulier la
rhizosphére et les systemes racinaires des plantes. Les especes de Bacillus sont présentes
dans I'épiphyte ou l'endophyte des plantes, ainsi que dans la rhizosphere de diverses
cultures, notamment le blé, le mais, le sorgho, la canne a sucre, l'orge et les espéces
forestieres telles que les arbres, le pin et le sapin. (Hall et Qian Wei, 1992). Elles existent
dans tous les horizons et possédent de multiples capacités physiologiques qui leur
permettent de vivre dans une grande variété d'habitats, tels que l'eau de mer, les
profondeurs des océans, les sédiments, les marécages, les sources d'eau, la nourriture,
aliments pour animaux, volaille et de nombreux habitats extrémes tels que les déserts, les

sources chaudes et les sols arctiques (Andrea et al., 2008).

11.6.5.3. Caractéristiques bactériologiques

Les espéces du genre Bacillus sont des bacilles rectilignes a extrémités carrées ou
arrondies, de taille variable (de 0,5 x 1,2 um jusqu’a 2,5 x 10 um), sporulées, a Gram
positif ou a Gram variable (fréquemment, la coloration de Gram n’est positive que pour les
trés jeunes cultures), généralement mobiles grace a une ciliature péritriche ( B. anthracis et
mycoides sont immobiles et pour les espéces mobiles, la mobilité est variable selon les
souches), parfois capsulées (B. anthracis, licheniformis, megaterium et subtilis peuvent
élaborer une capsule formée d’un polymeére d’acide glutamique), aérobies ou aéro-
anaérobies, le plus souvent catalase positive, donnant une réponse variable au test de
I’oxydase.(Cherif , 2014).
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11.6.5.4. Caractéristiques Physiologiques

Les caractéres physiologiques des bactéries appartenant au genreBacillusSp sont
d’une grande variabilité , en effet , ces bactéries peuvent dégrader la plupart de la matiére
organique animale ou végétale (cellulose, amidon, proéines, hydrocarbures...) par la
production d’enzymes extracellulaires, produisent aussi des antibiotiques peptidiques, des
molécules peptidiques de signal. Elles sont hétérotrophes, nitrifiantes, dénitrifiantes,
fixatrices d'azote, préceptrices de fer, oxydants le sélénium, oxydants et réduisant le
manganese. Ces microorganismes sont des chimiolithotrophes facultatifs, acidophiles,
alcalophiles, psychrophiles, thermophiles, halotolérants, ou halophiles et sont capables de
croitre a des valeurs de pH, de température et de concentrations de sel ou peu d'autres

organismes peuvent survivre. (Cherif, 2014 ).
I11. Utilisation de Bacillus SP en agriculture

Grace a la capacité des bactéries du genre Bacillus a produire des endospores,
coloniser différentes niches écologiques, produire d’importants antibiotiques, probiotiques
et enzymes et survivre dans plusieurs milieux différents, on les qualific d’excellents
candidats pour étre utilisés en agronomie comme biofertilisants et biopesticides contre les
agents pathogénes. Ils ont d’autres applications dans les autres domaines tels que la
médecine et I’industrie(Mathieu,2020).

Certaines souches de Bacillus sont utilisées pour leur activité antagoniste envers les
agents phytopathogeénes par différents modes d’action incluant la compétition, I’antibiose
et la stimulation de la croissance des légumineuses et de leurs défenses naturelles qui
assurent leur protection (AIT KAKI, 2013).

I111.1.Souches de Bacillus utilisées comme PGPR .
I11.1.1. La souche B. subtilis QST 713

Plusieurs souches de Bacillus commercialisées, comme la souche B. subtilis QST
713 présente dans le Serenade, ont démontré la capacité de réduire de 50% la sévérité de
plusieurs maladies racinaires et des parties aériennes, comme la fonte des semis causée par
Rhizoctoniasolani, la moucheture bactérienne causée par Pseudomonas syringae et le blanc
poudreux causé par divers champignons de I’ordre des Erysiphales chez plusieurs plantes

incluant la tomate et le concombre (Islam et al., 2017).
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111.1.1.1. Présentation de produit a base de B. subtilis QST 713

"Rhapsody ASO" (Fig.7) est un biofongicide préventif a large spectre pour le
contrdle de nombreuses maladies fongiques et bactériennes affectant les légumes de serre,
les plantes ornementales de serre et les plantes ornementales d'extérieur, élaboré par la
souche QST 713

Rhapsody combine des composés lipopeptidiques antifongiques et antimicrobiens
naturels. Ces composés utilisent divers modes d'action pour détruire les agents pathogeénes,

faisant de Rhapsody un outil efficace de gestion de la résistance.

L'avantage de ce produit est qu'il est homologué pour le traitement fongique des sols
par trempage des plantes ornementales en serre et en extérieur. 1l ne laisse presque aucun
dépdt sur les feuilles ou les fleurs des plantes. Ses performances sont comparables aux
produits a base de cuivre sans phytotoxicité ni dépéts. Il peut étre pulvérisé jusqu'au jour
de la recolte. Il pose un risque négligeable pour les pollinisateurs et les insectes bénéfiques

et peut étre mélangé/alterné en réservoir avec de nombreux autres produits homologués.

Figure 7. le produit Rhapsody ASO , made in Mexico (2017)

111.1.2. Autres souches

Une autre souche de B. subtilis, GAL, a démontré la capacité de protéger des

pommes endommageées apres leur récolte contre Botrytis cinerea (Toure et al., 2004).

Récemment, Salvatierra-Martinez et collaborateurs (2018) ont démontré ’efficacité

de Bacillus amyloliquefaciens a réduire la sévérité de la pourriture grise chez la tomate.
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En général, les Bacillus sont plus efficaces contre les agents pathogénes affectant les

racines qu’envers ceux affectant la partie aérienne des plants, et leur efficacité serait

améliorée par I’application répétée préventive, particulieérement en serre, ou les modes

(vent, insecte, pluie) de dispersion des endospores des bactéries sont plus limités (Islam et
al., 2017; Wei et al., 2016) ;(Tab.2).

Tableau 2 : Bactéries du genre Bacillus ayant démontré des effets prometteurs contre diverses
maladies des plantes. (Mathieu, 2020)

Souche(s)
homologuée(s) au
Canada comme
biofongicide(s)/némat

Maladies

Bacillussp. icide(s)
B.amyloliquefa FZB24 Pourriture post-récolte (Aspergillus spp.), tache foliaire
ciens [taegrotechnique] (xanthomonascampestris).mildiou (bremialactucae),
F727[stargus] pourriture racinaire (pythiumspp). fonte des semis
D747[double nickel] | (rhizoctoniasolani)
B.mycoides Isolat J [Lifegard] Pourriture grise (botrytis cinerea)
B.subtilis QST 713 [Rhapsody] | Esca de la vigne (Eutypalata),fonte des semis(R.solani),
MB1600[Integral] Anthracnose(colletotrichum spp.),brulure tardive
BU1841[velondis] (phytophthorainfestans),fusariose( Fusarium
FMCHOO02[F4018-4] | spp.),rhizoctonie( rhizoctonia spp.), chancre de Ia
GBO3[kodiak] tige(phomopsis spp.), tachefoliaire
(X.campestris),pourriturebrune(moniliniafructicola),
mildiou(plasmoparaviticola),hernie du
chou(plasmodiophorabrassicae), tache
noire(diplocarponrosae), piétin-verse(tapesia
spp.),cercosporiose noire
(mycosphaerellafijiensis),blanc(erysiphaceae),pourrituregr
ise(B. cinerea), pourriture du collet(phytophthora
spp.),pourritureracinaire (phythium
spp.),pyriculariose(magnaporthegrisea)
B.firmus 1-1582[Votivo] Meloidogyne(meloidogyne spp.)
B.pumilus Blanc(erysiphaceae), brulure tardive(P.infestans), tache
foliaire(X.campestris),mildiou(B.lactucae),anthracnose(col
letotrichum spp.),fusariose(Fusarium spp.), fonte des
semis (R.solani), cercosporiose noire(M.fijiensis)
B.firmus Meloidogyne(meloidogyne spp.)
B.pumilus Blanc(erysiphaceae), brulure tardive(P.infestans), tache

foliaire(X.campestris), mildiou(B.lactucae),anthracnose(col
letotrichum spp.),fusariose(Fusarium spp.), fonte des
semis (R.solani), cercosporiose noire(M.fijiensis)
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I1.1. Echantillonnage

Les échantillons des sols ont été prélevés a partir des champs de courgette, I’ail,
betterave et d’haricot vert(Fig.8), cultivés dans des zones a Mostaganem, Hadjadj, au nord-
ouest de I’ Algérie (Fig.9).

o
’
A
)8

Figure 8. Echantillons prélevés des champs de courgette, I’ail et I’haricot vert

successivement.
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Figure 9. Localisation des échantillons prélevés.

Les prélevements des racines sont réalisés a partir du sol a une profondeur de 15

cm, placés ensuite dans des sacs en plastique et finalement étiquetés. Les données ont été

résumé (Tab.3). (Ghalem, 2016)

Tableau 3 : Coordonnées géographiques des échantillons.

Echantillon Plante Coordonnés cartographique
(DD’MM’SS”’)
A Courgette 36708°34.05”N
0°21° 1692 E
B L’ail 36°°08°36.19”’
0°21°17.36
C Betterave 36708°34.05”
0°21°16.92
D Haricot vert 36708°34.05”
0°21°16.92

11.2. Isolement de Bacillus

L’isolement a été effectué a partir des trois compartiments de la rhizosphére

(endorhizosphere, ectorizhosphere et epiphyte), en utilisant deux milieux de culture a

savoir : PCA et LB (Ladjabi, 2019) (Annexe 1).
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Pour le compartiment éctorhizospherique, les racines ont été secouées afin de les
séparer du sol. Dix grammes de sol de chaque échantillon ont été pesés de fagon aseptique,
homogénéisés dans un flacon Erlenmeyer avec 90 ml d'eau physiologique et secoués

pendant 30 minutes a une vitesse approximative de 180 r/min. (Fig.10) ( LIU et al.,2011).

= Agitation

5
avec force

» ‘Q_g . .‘\‘
%élécl\r&n

? ‘,_.lenauon pour 30 min/

10%-6 10%-5
Chockhermique 3180‘
104 10~-3 102 101 20 mideau Physilogique
PCA PCA
Agitateur magnétique
X:Ectorhizosphér
LB LB el

Figure 10: Représentation de I’isolement de Bacillus a partir de 1’ectorhizophere

Pour I'épiphyte, les racines ont été coupées entiéres de maniere aseptique, 4-5 racines
par plante. Les racines des plantes de 2,5 g ont été coupées a une taille de 2-5 mm et
remplies dans des flacons de 125 ml avec 50 ml d’eau physiologique. Le mélange a été

agité a 100 rpm pendant 30 min (Fig.11)(Kajohnpong et al.,2014).
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N Coutau stérile

10%-6 10%-5

choc trermique a fO‘C
PCA PCA
LB LB

104 103 102 10*

! :;Agnaﬂon pour 30 mlry"‘

N\ —

50 ml d'eau distilée

Y:Epiphyte

Figure 11 . Représentation de I’isolement de Bacillus a partir de 1’épiphyte

Pour l'endorhizsophere, les échantillons ont été tranchés séparement en morceaux de

2-3 cm stériliseés en surface avec de I'éthanol pendant deux minutes et rincés trois fois

avec de l'eau stérile pendant 1 minute. Ils ont ensuite été pilés dans un mortier en verre
dans 2 ml d'eau distillée (Fig.12) ,( Sauvétre et Schroder.,2015) .
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2 min
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Solution mére

-~ Eau
physiologique
10*-6 10*-5
Ac thermique 3}0 10~4 103 10~2  10%-1
LB PCA LB PCA Z:Endorhizosphére

Figure 12 .Représentation de 1’isolement de Bacillus a partir de ’endorhizosphére
Apreés que des dilutions appropriées ont été faites par dilution décimale (10 jusqu’a
10), Les échantillons des trois compartiments ont été laissés dans un bain-marie & 80°C
pendant 10 minutes, afin d'éliminer les formes végétatives et les formes de resistance
(spores) , ensuite 100 pL s ont été utilisés pour ensemencer des geloses de PCA et de LB .
Apreés incubation pendant 24 heures a 30°C les colonies obtenues ont été purifiees en sorte
que chaque microorganisme isolé forme une colonie distincte a la surface de la gélose

ensemenceée (Bouali et al., 2016 ) .
11.3. Conservation des isolats

Les colonies pures, isolées, ont été conservées dans des tubes a essai inclinés de
Gélose nutritive (GN), incubées a une température de 30°C pendant 18 a 24heures. Puis

conservées a une température de 4°C (Bouras, 2018.).
11.4. Identification du genre Bacillus

Afin de pouvoir identifier les souches du genre Bacillus, plusieurs tests sont effectués,
en effet, des critéres suffisants ont été recherché et considéré et validés pour confirmer
I'appartenance au genre Bacillus. (Bouali et al., 2016). Pour s’y faire une étape nécessaire

doit étre réalisée : la réactivation des souches.
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Réactivation des isolats

Les isolats conservés dans des tubes de gélose inclinée ont été ensemencés dans des
boites de pétri contenant de la gélose nutritive et incubés a 28 °C pendant 24 h .Avant

chaque test les isolats ont eté réactivés (Zaguryet al., 1997) (Fig.13).

Ensemancement

., m |

—_ > g -.)
Incubation a

28°C pendant 24h i

-

Tube de gelose inclinée

Figurel3. La réactivation des isolats.
11.4.1. Aspect macroscopique

L'examen macroscopique des cultures est le premier examen effectué a partir de
I'isolement apres incubation. L'aspect des colonies dépend du milieu utilisé de la durée et
de la tempeérature de l'incubation. Elle peut étre mesurée a l'aide d'une régle graduée pour
les grandes colonies. Ce qui est a vérifier est : la taille , la forme ( Allure de contours :
lisse, dentelés, déchiquetés, irréguliers ; Relief : surface bombée, demi-bombée, plate ;
Centre : parfois suréleve, parfois ombiliquée (en creux) ) , la consistance (Au moment du
prélevement il est possible d'apprécier si les colonies sont grasses, Crémeuses , séches ou

encore muqueuses ), la couleur et/ou pigment.( Bent Mohamed et Sidi baba ,2007 ).
11.4.2. Aspect microscopique

La coloration de Gram est coloration de base en pratique bactériologique (Annexe
2). Elle identifie la présence de bactéries, leur forme et leurs caractéristiques "Gram-
positif* ou "Gram-négatif" selon qu'elles restent violettes. Les bactéries Gram-négatives
seront colorées en rose/rouge et les bactéries Gram-positives seront colorées en
bleu/violet..(Haichour, 2017).
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11.4.2.1. Observation microscopique a I’état frais

Une préparation a I’état frais permet d’examiner la mobilité des souches et d’endéceler
la forme, un prélévement de la suspension bactérienne a été déposé entre lame et lamelle
en évitant d’enfermer des bulles d’air puis directement observé au microscope optique.
(Canler, 2005).

11.4.3. Mise en évidence des spores

Certaines bactéries produisent des spores dans des conditions de vie défavorables.
Ces spores sont plus résistantes aux conditions physicochimiques du milieu que les cellules
végétatives. Par conséquent, ils sont thermiquement particuliers et une coloration des
spores a été réalisée avec du vert malachite (Annexe 2) pour confirmer la présence de

spores.(Haichour,2017 ) .
11.4.4. Test de catalase

Rechercher cette enzyme s’effectue en plagant une colonie pure sur des verres de
montrepropres dans une goutte d’eau oxygénée a 3%. Une lecture positive entraine la
libération de bulles d’air (Abe et al., 2018).

11.4.5. Test de mannitol-mobilité

Le Mannitol-Mobilite-Nitrate (Annexe2) est un milieu de culture caractérisé par
I'utilisation de mannitol et de Nitrate et permet la mise en évidence (ou non) de la mobilité
bactérienne. ou la fermentation du mannitol provoque un virage au jaune du milieu. Les
bactéries mobiles envahissent tout le milieu a partir de la piqQre centrale. (KACI et
al.,2020).

11.4.6. Détermination du type respiratoire

Pour mettre en évidence l'effet de l'oxygene sur la croissance bactérienne, des tubes
contenant de la gélose "viande de foie™ (Annexe.1) ont été chauffés au bain-marie pendant
15 minutes pour chasser les gaz, notamment I'oxygéne dissous dans le milieu (régénération
du milieu) puis le milieu a été refroidit & une température de 45-50°C. A l'aide d'une
pipette Pasteur, la culture bactérienne a €té prélevée et ensemencée de la gélose VF
(FleshLiver) sous-refroidie. Les tubes ont été Incubés a 30°C pendant 24 a 48 h et le type
de respiration a été défini en observant la croissance sur les tubes. Une bactérie a des

besoins respiratoires spécifiques. Elle peut étre : aérobie stricte : elle a besoin d'oxygéne
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pour vivre et se développer ; micro-aérophile : elle a besoin d'une concentration en
oxygene spécifique (inférieure a celle de l'air) ; aéro-anaérobie facultative : la présence
d'oxygene en petite quantité est préférable pour le développement de la bactérie mais elle
peut s'en passer ; anaérobie aérotolérante : elle n'a pas besoin d'oxygéne mais elle le tolere ;

anaérobie stricte : la présence d'oxygéne est létale pour la bactérie. (Haichour, 2017).
11.4.7. Test de ’hémolyse

Ce test a été effectué sur un milieu de gélose au sang (Annexe.l), coulé sur des
boites de pétri dans lesquelles les colonies des isolats ont été déposées par touche et
incubées a 35°C — 37°C pour 18 — 24hr. Le type d'hémolyse produite sur gélose au sang:
R-hémolyse, a-hémolyse ou absence d'hémolyse. (Sandards Unit, Microbiology Services,
PHE ,2018).

11.5. Tests du potentiel PGP

11.5.1. Solubilisation du phosphate

Apreés la réactivation des isolats, la solubilisation du phosphate a été évaluée sur
milieu de culture pikovskaya (annexe 1) contenant du Cas(POs4)2 comme seule source de
phosphate, I’ensemencement sur gélose PVK des souches pures se fait par la suite par
piqure centrale. Apres incubation de 28 a 30°C pendant 7 jours, ’observation d’halo
transparent autour des colonies indique leur capacité de solubilisation du phosphate.
(Lauriane, 2015).Les diametres des colonies et des halos sont mesurés et les résultats sont
exprimeés en efficacité de solubilisation calculé selon la formule qui suit (Nguyen et al.,
1992).

ES = Diameétre de solubilisation + diamétre de croissance X 100

Diamétre de croissance

11.5.2. Solubilisation du Zinc

Les colonies bactériennes ont été inoculées sur des milieux Bunt et Rovira contenant
des sources de zinc organique par une tache sur la surface , ensuite les milieux ont été
maintenues en incubation a 28 + 1 °C pendant environ une semaine (Bhatt et Maheshwari
, 2019).
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Les isolats bactériens présentant une zone de solubilisation ont ensuite été évalués
pour leur capacité a solubiliser le zinc par le calcul de [I'efficacité de solubilisation (ES) (
Sadiget al. 2014 ; Sharma et al. 2014 )

ES = Diametre de solubilisation + diamétre de croissance X 100

Diamétre de croissance

11.5.3. Fixation d’azote

L’évaluation de la fixation d'azote moléculaire des isolats sélectionnés a été
démontrée sur des milieux solides exempt d’azote(Annexe.l) dont on a ajouté un
indicateur coloré : le bleu de bromothymol et qui a été inoculé par touche a partir de
souches isolées et incubé pendant 96 heures a une température de 30°C. Une lecture
positive est indiquée par la croissance de colonies et le virage de couleur du milieu vers le
bleu. (Bouras, 2018.).

I1.5.4. Production d’Acide Indole Acétique (AlA)

La production d'AlA a été testée sur milieu LB additionné de tryptophane (100
mg/l). Le milieu a été ensemencé avec 1 ml de culture bactérienne (DO=0,8) et incubé a
l'obscurite a 28°C/96 heures dans une étuve agitée a 180 rpm. 5 ml de culture ont été
centrifugés a 6000 tr /20 min et puis 2 ml de réactif de Salkowski (50 ml d'acide
perchlorique a 35% + 1 ml de Fecls 0,5 M) et deux et gouttes d'acide orthophosphorique
ont été ajouté a 1 ml de surnageant. Apres 30 minutes d'incubation dans l'obscurité a
température ambiante, I'apparition d'une couleur rose indique la production d'AlA et la
densité optique (DO) a été mesuree a 530 nm en utilisant un

spectrophotometre(Jenway6760) pour quantifier I’AIA produit (Lauriane, 2015). (Fig.14)
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Figure 14. Estimation de la production de I’acide indole acétique.

I1.5.5. Production de ’acide cyanhydrique (HCN)

Apres la réactivation des isolats et leur isolement , ces derniers ont été ensemencés

par stries sur un milieu de culture gélosé additionné de 4,49/l de glycine, des disques de

papier whatman n°l , saturés en acide picrique, déposés dans les couvercles des boites,

scellés au parafilm et incubés a 28°C pendant 4jours ( BOURAS,2018).

Une production modérée et ¢levée d’HCN est indiquée par un changement de la

couleur jaune vers le brun clair ou rouge brun (Trivedi et al, 2008) (Fig.15).

1:HCN-

2: HCN+

Figurel5 : Production d” HCN par Bacillus sp
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11.6. Traitement statistique

Les résultats de différents parametres ont été réalisés en triplicata et traités par
analyse de variance par l'utilisation de logiciel Stat box 6.4, suivie d'une comparaison des

moyennes deux a deux par le test de Newman & Keuls.
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I11. Résultats

I11.1. Identification du genre Bacillus

Les différentes études macroscopiques réalisées sur les isolats ont montré la présence
de colonies de forme ronde, leurs tailles se different, leurs consistances varient entre
crémeuses et gelatineuses, une a été remarquée séche, elles sont translucides a pigmentation
blanche. L'examen microscopique sous l'objectif X100 a permis de mettre en évidence la
présence de bactéries de forme bacillaire qui sont toutes & Gram positif (Fig.16). Tous les

isolats sont sporulés (Fig.17).

Le virement de la couleur rouge vers le jaune indique la fermentation du mannitol
(Fig.18) qui fut réalisée par quatre isolats parmi les onze (PAZ11, LBY5, LAX11, PBX4).
Les isolats sont tous mobiles, I'étude du type respiratoire réalisée sur milieu de culture viande-
foi a montré la présence d'une croissance dans la partie supérieure du tube a essai ce qui
explique que les isolats sont des aérobies strictes (Figl9.). Le test a la catalase est positif pour
tous les isolats. Concernant le test de ’hémolyse, il y a eu il y a eu des halos autour des
colonies des isolats qui ont poussé, tous les isolats ont poussé appart I’isolat LAX12 et I’isolat
PAX13 ce qui indique que ces deux derniers n’ont pas effectué¢ une hémolyse mais les autres
ont effectué une hémolyse compléte (Fig.20, Fig.21) Les résultats obtenus ont été représenté
dans le tableau ci-dessous (Tab.4) et montrent que tous les isolats recherchés sont du genre

Bacillus.

Figure 16 . Aspect macroscopique et microscopique de I’isolat PAZ11 ( Objectif X100 ) .

A : Examen microscopique , B : Examen macroscopique

31



Chapitre 111 : Résultats et discussion

Figure 18 . Résultats du test de Mannitol-Mobilité
A : Mannitol + , B : Mannitol —

Figure 19. Reésultats du test de type respiratoire
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Figure 20 : Résultat du test de I’hemolyse

A :Temoin,B: +

Test d'hémolyse

Figure 21. Représentation du pourcentage du test de I’hémolyse des isolats
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Tableau 4. Caracteres biochimiques et physiologiques des isolats.
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Souche | Gram | Forme | Pigmentation & opacité | Consistance | Spore | Cat T.R Man | Mob | Hémolyse | Identification
LAX11 + Bacille Blanche Translucide Muqueuse + + Aérobie stricte - + o Bacillus sp
LAX12 + Bacille Blanche Translucide Mugueuse + + Aérobie stricte + + - Bacillus sp
LBY5 + Bacille Blanche Translucide Crémeuse + + Aérobie stricte + + o Bacillus sp
PBX4 + Bacille Blanche Translucide Muqueuse + + Aérobie stricte + + o Bacillus sp
PAY2 + Bacille Blanche Translucide Séche + + Aérobie stricte - + a Bacillus sp
PAYS8 + Bacille Blanche Translucide Muqueuse + + Aérobie stricte - + * Bacillus sp
PAY9 + Bacille Blanche Translucide Mugqueuse + + | Aérobie stricte - + o Bacillus sp
PAZ10 + Bacille Blanche Translucide Crémeuse + + Aérobie stricte - + o Bacillus sp
PAZ11 + Bacille Blanche Translucide Muqueuse + + Aérobie stricte + + o Bacillus sp
PAX13 + Bacille Blanche Translucide Muqueuse + + Aérobie stricte - + - Bacillus sp
PDY7 + Bacille Blanche Translucide Mugueuse + + Aérobie stricte - + o Bacillus sp
+: Présence,- : Absence, Cat : catalase, T.R : Type respiratoire, Man : Mannitol, Mob : Mobilité, o Hémolyse compléte
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I11.2. Screening du potentiel PGP des isolats

Cette étude a été réalisée dans le but de mettre en évidence le potentiel naturel des
isolats appartenant au genre bactérien Bacillus a produire des substances impliquées dans la
promotion de la croissance des plantes par leur réponse aux différents tests inhérents a cette
derniere, a savoir la capacité a solubiliser le phosphate et le zinc, la production de
phytohormone (acide indole acétique), la fixation d’azote et la production du composé volatil:

I'acide cyanhydrique .
111.2.1. Solubilisation du phosphate

Le pouvoir de solubilisation du phosphate inorganique des isolats a été évalué apreés
leur croissance sur le milieu gélose de pikovskaya, il se révéle par un halo de transparence
autour de la colonie aprés 7 jours d'incubation a 30°C (Fig.22), et est réalisé par tous les
isolats sauf un : PAY2. L'importance de cette capacité est mesurée par l'indice d'efficacité de

solubilisation qui varie d'un isolat a l'autre.

L’analyse de la variance a montré un effet HS du facteur isolat sur la solubilisation du
phosphate (P=0) (Annexe.4). Les taux de solubilisations notés vont de 207,85°+2,81 a
550%+12.avec un taux de solubilisation maximal de 550%+12 pour I’isolat LAX11 (Tab 5). Les
taux de solubilisation du phosphate étaient pratiquement similaires chez la majorité des isolats
avec des valeurs de 207,85°t2,81, 209,33°49,02, 21043, 210412, 218,04°¢3,75 et
211,37°44,51 pour les isolats PAZ11, PAY9, PAYS8, LAX12, PBX4 et PAZ10
respectivement. La solubilisation a été plus ou moins élevée par rapport a ces derniers pour
I’isolat LBYS : 400,67°+3(Fig.23).

Figure 22 : Solubilisation du phosphate sur milieu PVK
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Solubilisation du Phosphate
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Figure 23 : Efficacité de solubilisation du phosphate par les isolats
111.2.2. Solubilisation du Zinc
La fixation du zinc a été testée sur milieu BR, apres incubation, la formation d'un halo
transparent autour des colonies a été vérifiée chez tous les isolats appart l'isolat
PAY?2 (Fig.24).

L’analyse de la variance a montré un effet HS du facteur isolat sur la solubilisation du
Zinc (Z=0) (Annexe.4). Les taux de solubilisations notés vont de 207,12°+6. a 250°+11 avec
un taux de solubilisation maximal de 250°+11 pour I’isolat PDY7 (Tab.5), la production était
presque maximale chez I’isolat PAX13 : 249,67°+7,51, Les taux de solubilisation du zinc
étaient pratiquement similaires chez la majorité des isolats avec des valeurs de 205,84°t8,19,
207,12°6,58, 208,17™+4,12, 210,82™+9,95 , 214,835 12 et 216,16"+2,04  pour les
isolats PAY9 , PAZ11, LAX11 , PAY8 , PAZ10 et LBY5 respectivement . La solubilisation
été plus ou moins élevé par rapport a ces derniers pour les isolats LAX12 et PBX4 avec des

valeurs de solubilisation : 221"+2,65 et 225°+7 respectivement (Fig.25).

Figure 24. Solubilsation du zinc sur milieu BR.
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Solubilisation du Zinc
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Figure 25 : Efficacité de solubilisation du zinc par les isolats

111.2.3. Fixation d’azote

Ce test a été effectué sur un milieu exempt d’azote (Burken-free). Une croissance a été
observée sur les boites de tous les isolats avec un virement de couleur de milieuvers le bleu a
cause de la production du NH4, ce qui confirme que les onze isolats sont fixateurs d’azote
(Fig.26 ; Fig .27).

Figure 26. La fixation de 1’azotesur milieu Burkn-free.
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Fixation d'azote

Figure 27. Représentation du pourcentage de la fixation d’azote par les isolats
I11.2.4. Production d’Acide Indole Acétique (AIA)

La production de I’acide indole acétique a été testée apres la culture des isolats dans un
milieu LB additionné de tryptophane comme préecurseur (100 mg/l) . Apres incubation, la
production d'AlA qui se remarque par le virement vers la couleur rose a été retrouvée chez

neuf isolats parmi les onze (Fig.28).

L’analyse de la variance a montré un effet HS du facteur isolat sur la production de
I’AIA (Annexe.4). Les niveaux de production observés vont de 4,58"+ 0.33 pg/ml a
25,16%+0,73ug/ml(Fig.29). La valeur maximale est celle de 1’isolat PBX4 : 25,16°+0,73ug/ml, la
valeur la plus élevée aprés cette derniére est celle de I’isolat PDY7 : 19,65°+0,75 pg/ml, les
isolats PAY2 et LAX11 ont montré une production plus élevée par rapport au reste des
isolats avec des valeurs d’ ATA(pug/ml) de 12,25%+0,3 et 14,49°+0,33 respectivement , tandis que les
quatre isolats LAX12, PAY8 , PAZ10 , PAZ11,PAX13 avec des valeurs d’AIA(pg/ml) de
4,58"+0,33, 7,14"+0,17 , 4,789+0,29 , 5,44'+0,17 et 9,03°+0,44 respectivement . La production d’AIA
été absente chez les isolats LBY5 et PAY9(Tab.5).
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Figure 28. Résultat de la production de I’ ATA.
A:+B:-
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Production de I'AIA

LAX11 LAX12 LBY5 PBX4 PAY2 PAY8 PAY9 PAZ10 PAZ11 PAX13 PDY7
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Figure 29 : Taux de production de I’acide indole acétique par les isolats
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111.2.5. Production de I’acide cyanhydrique (HCN)

La couleur jaune du papier filtre est restée inchangée. La production d'acide

cyanhydrique n'a donc été détectée chez aucune des souches étudiées. (Fig.30 ; Fig. 31),

Figure 30 .Résultat négatif de la Production de 1’acide cyanhydrique (HCN).

Tous les résultats précédents ont été résumés dans le tableau ci-dessous (Tab.7)

Production d'HCN

Figure 31. Représentation du pourcentage de la production ’HCN par les isolats
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Tableau 5:Les potentiels PGP des isolats

AIA SP (ES) SZ(ES)
po/mi HCN | Fixation
Isolat d'azote
d a, b,
LAX11 12,25°+0,30 550,00%+12,00 208,17"+4,12 - +
h C b,
LAX12 4,58"+0,33 210,00°4¢12,00 221%+2,65 - +
i b, b,
LBY5 00', 00 400,67°+3,05 216,16"+2,04 - +
at 218,04°+3,75 225,00°+7,00 - +
PBX4 25,12°4+0,74
14,49°40,33 | 00°,00 00° 00 - *
PAY?2
f C. b,
PAYS 7,14'+0,17 210,00°+3,00 210,82°+9,95 - +
i C. C
PAY9 00', 00 209,33+9,02 205,84°+8,19 - +
gh C. bc. _
PAZ10 4,78%9'+0,29 211,37°44,51 214,83"+5 12 +
f C. C
PAZ11 5,44'+0,17 207,85°2,81 207,12°46,58 - +
e C a
PAX13 9,03°+0,44 210,33°4+4,04 249,67°+7,51 - +
e C. a
PDY7 19,65°+0,75 219,67°410,50 250,00°+11,00 - +

AIlA : Acide indole acétique, SP (Solubilisation du phosphate), SZ : Solubilisation du zinc, ES : Efficace de
solubilité, HCN : l'acide cyanhydrique

111.3. Discussion

Dans la présente étude, les isolats de Bacillus qui ont été identifies, aprés traitement au
choc thermique a 80°C (Wolfgang, 2003) possédent une variété de caracteres
morphologiques. Des résultats similaires ont été obtenus par d'autres chercheurs, ou les isolats
de Bacillus et Paenibacillus ont été observés pour avoir des colonies de taille petite a
moyenne, translucides, Gram positif, et en forme de batonnets et avaient une texture lisse, une
pigmentation de couleur différente, et une élévation convexe (Mumtaz et al., 2017 ; Ahmad

et al., 2018 ; Suman et al., 2018).

Les bactéries Bacillus spp forment des spores en cas de stress environnemental tel que
la privation de nutriments (Setlow et Johnson ,2007). Dans des conditions appropriées, la
sporulation de Bacillus spp. peut-étre induite non seulement par I'épuisement des nutriments,
mais aussi en soumettant les cellules & certaines conditions environnementales défavorables,
notamment des valeurs extrémes de pH et de température ( Turnbull et al ., 1990 ) . Dans

cette étude, apres traitement au choc thermique a 80 degrés de Bacillus, la présence de spores
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a eté confirmée , Cho et Rhee ( 2018 ) ; Elisashvili et al ., (2019 ) ont prouvé la présence de

Bacillus formant des spores .

L’activité catalase est une caractéristique importante qui permet aux plantes de faire face
a des conditions défavorables (Mumtaz et al., 2017). Dans cette étude, tous les isolats testés
ont été trouvés positives pour l'activité catalase. Igbal et al., (2016) ont rapporté que les cing
isolats de PSB étaient tous positifs a la catalase car ceux-ci forment des bulles de gaz lors de
l'ajout de H.O2 aux cellules des bactéries. Dans une autre étude, Ahmad et al., (2018) ont

observé que les sept isolats étaient positifs pour la production d'enzyme catalase.

Il a été trouvé lors de cette étude que peu d’isolats de Bacillus ont effectué la
fermentation du mannitol, elle a été remarquée chez quatre isolats parmi les onze. Il est
dailleurs constaté par vicki et al ., (2005) que ces résultats sont acceptables , car selon eux ,
une réaction positive de fermentation du mannitol produit une colonie jaune mais les colonies
de B. anthracis étaient incolores et sur les six isolats étudiées, quatre isolats n'ont pas fermenté

le mannitol.

Dans cette étude, les isolats de Bacillus sont tous aérobies stricts, en effet Led Yered et
al., (2012) ont déemontré que Bacillus croit dans des conditions aérobies, Yumoto. | et al
(1998) ont eux auss démontré que les Bacillus sont de type respiratoire aérobie et ils ont

également confirmé qu'ils sont mobiles.

Dans cette étude la majorité des isolats de Bacillus ont effectué une hémolyse compléte
(neuf sur onze) , Vladimir et al ., ( 2003 )ont affirmé dans leur étude que six genes pour des
proteines homologues a des facteurs hémolytiques connus sont présents dans le génome de B.
anthracis. Cela signifie que le genre Bacillus a cette capacité a réaliser ’hémolyse, ce qui est
confirmé dans I'étude mené par Ramaro et al., (2020 ) ou un test d'hémolyse a été effectué sur
des colonies bactériennes pour confirmer les souches de B. cereus et cela été le cas |,
néanmoins d'apres eux cette méthode ne confirme que les cellules présumées de B. cereus car

toutes les souches de B. cereus ne sont pas hémolytiques.

Les souches du genre Bacillus et plus exactement I’espece Bacillus subtilis sont les

microorganismes les plus prédominants d'importance agricole (Swain et Ray, 2007).

Parmi les propriétés les plus importantes des PGPR influencant directement la
croissance des plantes : la solubilisation du phosphate et la solubilisation du Zinc qui sont des

nutriments essentiels au développement de ces derniéres. |ls remplissent plusieurs fonctions
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clés dans la croissance et la physiologie des cultures (Gouda et al. 2018 ; Noulas et al. 2018).
Malgre leur présence naturelle dans le sol, ces deux nutriments deviennent indisponibles pour
les plantes en raison de leur fixation et de leur précipitation sous forme de différents
complexes (Hafeez et al. 2013 ; Kafle et al. 2019). Ainsi, il devient nécessaire d'apporter des
nutriments de phosphore et de zinc sous forme d'engrais pour une croissance saine des
plantes. La solubilisation du phosphore et du zinc par les rhizobactéries, notamment par le
genre Bacillus, et son potentiel pour améliorer I'économie agricole ont attiré l'attention des

microbiologistes et des chercheurs en agriculture (Ahmad et al ., 2020).

L'utilisation de PSB et ZSB comme inoculants peut s'avérer étre une alternative
efficace pour répondre aux besoins des plantes en nutriments essentiels. Dans cette étude, les
isolats ont été caractérisées sur la base de la solubilisation du zinc et la solubilisation du
phosphore et il a été constaté que sur onze isolats appartenant a Bacillus, un seul qui n'a pas
solubilisé le phosphate, n'a pas solubilisé le zinc également : PAY2, tandis que tout le reste
des isolats ont effectué ces solubilisations, Resultats qui se comparent a une étude
précédente, ou Mumtaz et al. (2017) ont observe qu'une plus grande solubilisation de zinc a
été montrée par Bacillus aryabhattai, Bacillus subtilis(ZM63), et Bacillus sp. (ZM20) a des
taux allant de 0,49ug/mL a 3.94 pg/mL . De méme, dans une autre étude, il a été trouvé que
sur 200 isolats, 81 isolats ont été capables de solubiliser le phosphate davantage que les autres
isolats a des taux allant de 0.42 pug/mL a 2.75 pug/mL (Tsegaye et al. 2019). Les PGPR
adoptent plusieurs mécanismes de solubilisation du zinc et du phosphore, notamment comme
la diminution du pH du sol de la rhizosphére par la production d'acide organique, I'échange
d'anions et la chélation (Habib et al. 2016 ; Dinesh et al. 2018 ; Mumtaz et al. 2019).

L’ensemble des isolats étudiés ont montrés leur potentiel d’utilisation d’azote
atmosphérique. Des résultats similaires sur I’efficacité de fixation d’azote des souches de
genre Bacillus ont été rapportés par plusieurs chercheurs (Elo et al., 2001 ; Berge et al.
,2002; Von der weid et al ., 2002) . Par contre dans la recherche de (LAURIANE, 2015) trés

peu de souches démontrent la capacité a fixer I’azote.

Des composés agissant comme des phytohormones ont déja été suggéré détre
impliqgué dans l'action phytostimulatrice exercée par la rhizobactérie bénéfique pour les
plantes Bacillus amyloliquefaciens FZB42. Des analyses par chromatographie liquide a haute
performance et chromatographie en phase gazeuse-spectrométrie de masse réalisées avec des

filtrats de culture de FZB42 ont démontré la présence d'acide indole-3-acétique (I1AA),
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comme l'une des substances favorisant la croissance des plantes produites par cette bactérie
(ElSorra et al., 2007) .

Environ 80% des bactéries rhizosphériques sont capables d’en produire. Le L-
tryptophane est considéré comme le précurseur parce que son adjonction est nécessaire a la
production. Les exsudats racinaires sont une source naturelle de L-tryptophane pour la
microflore de la rhizosphére (Dastager et al., 2010). L’AIA est synthétisé ans la présente
étude par les neuf isolat de Bacillus:LAX1 |, LAX1 Il , PBX-4, PAY2 , PAYS8 , PAZ10
,PAZ11 PAX13,PDY7 . Les bactéries secrétant une grande quantité d’auxine - I’AIA dans
cette étude - causent une augmentation maximale de la croissance et le rendement des récoltes
(Khalid et al., 2004). La production de ce composé est variable entre les souches de
différentes espéces. Cette variation est aussi influencee par les conditions de culture, la phase
de croissance et la disponibilité du substrat (Miraza et al., 2001). Mehnazet al., (2001) ont
rapporté¢ dans une étude précédente les taux de production de I’acide indole acétique des

souches de Bacillus, le taux le plus élevé était de 750 pg/ml.

La production de ’'HCN est considérée comme le mécanisme direct de la suppression
des phytopathogénes car ’HCN inhibe l'enzyme cytochrome ¢ oxydase terminale dans la
chaine respiratoire et se lie au métalloenzyme (Susilowati et al., 2011). Dans cette recherche
des isolats producteur d’HCN n’ont pas été détecté Par contre, dans les travaux de (Archana

et harsha ,2022) ils ont observé des isolats capables a produire de 'HCN.

Les résultats présentés ci-dessous et leur interprétation démontrent que les PGPR et plus
particulierement les Bacillus sont réellement pris en considération quant a leur efficacité

d'utilisation dans I'amélioration de la croissance des plantes et par conséquent leur rendement.
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Conclusion

Dans le cadre des études menées sur les plantes, les biologistes se sont intéressés et
s’intéressent toujours aux interactions symbiotiques qui surviennent au sein de leurs
rhizospheres. Pour notre part, nous avons porté notre attention sur les bactéries promotrices
de la croissance des plantes (PGPR), un autre type de bactéries phytobénéfiques, qui utilisent
les exsudats racinaires comme substrats nutritifs pour agir soit directement ou indirectement

sur le développement de la plante.

A travers ce présent travail et les expériences réalisées, nous avons affirmé la présence,
dans la rhizosphére des quatre plantes rhizobactéries PGP solubilisant le phosphateet le zinc
fixant ’azote, produisant ’auxine (AIA). Ainsi la premiére partie de nos expérimentations,
concernait I’identification phénotypique des isolats bactériens qui a permis de démontrer que
nos isolats bactériens comprennent des souches appartenant au genre Bacillus sp mais les
caractérisations phénotypiques utilisées n’ont pas permis de réaliser une identification

taxonomique compléte et précise.

La seconde partie de notre travail expérimentale qui s’est orientée vers la mise en
¢vidence des mécanismes d’actions des PGPR a en effet révélé que les bactéries en notre
possession étaient toutes PGPR pour au moins 1'un des caractéres testés par exemple, La
plupart des isolats ont réalisé la solubilisation de phosphate et de zinc a 550*+12ug/ml et
250%t11 respectivement comme valeurs maximales, neuf sont productifs d’acide indole

acetique, neuf ont effectué une hémolyse de type alpha et tous sont fixatrices d’azote

Une étude prolongée dans le futur, nécessite une identification genotypique précise
des isolats par le séquengage du gene ARNr 16S, suivi par ['observation directe des effets
PGPR sélectionnées, sur la croissance des plantes et une amélioration des souches, pour un
rendement meilleur puisqu’ils les PGPR se considérent comme la clé pour la résolution des

contraintes a I’agriculture moderne la rendant écologiquement saine.
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Annexe 1 : Composition des milieux de culture

Composants et poids en g/l

Plate Count Agar :

Peptone de caséine ........ 5,00 g/l
Extrait de levure ........... 2,50 g/1
Glucose.........ocvvnvinnnns 1,00 g/1
Agar ... 15,00 g/1

Gélose nutritive :

e Extrait de boeuf.......... 19/
e Extrait de levure ........ 2.5¢/1
e Peptone ......ccceenennn. 5,0 g/l
e Chlorure de sodium ..... 5.0g/1
o Agar.........cceeeen. 15,0 g/1

Viande Foi :
e Peptone viande-foie ............ 30,00 g/1
e Sulfite de sodium ................ 2,50 g/l
o Glucose ....oovvvviiiiiiiiiiins 2,00 g/l
e (itrate ferrique ammoniacal....0,50 g/l
e Amidonsoluble ................... 2,00 g/l
o Agar.......coiiiiiiiiiii, 11,00 g/l

Mannitol-Mobilité-Nitrate

LB

Peptone de caséine ............. 10,00 g/1
Mannitol .......................... 7,50g/1
Nitrate de potassium ............ 1,00 g/1
Rouge de phénol................. 0,04 g/1
Agar ..., 3,50 g/l
e Tryptone................ 10g/1

e Extrait de levure ....... 5¢/1

e Chlorure de sodium..... 5g/l

e Agar bactériologique... 15¢/I

e Eau distillée (gsp) ...... 11

PVK ( Pikovskaya )

o Glucose .....oovvvviiiininnnn. 5g/500ml

e Extrait de levure ............... 0.25g/500ml

e (NH4)2804 .................... 0.25g/500ml
e MgSO4.7H20.........cceen.... 0.005g/500ml
o NalINSP6.........cceiiiiiinil, 2.5g/500ml

o Nacl......ooooiiiiii 0.1g/500ml

Annexe
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o Kcelovoviiiiiiii 0.1g/500ml

e MnS04.2H20............c.... 0.001g/500ml
e FeSO4.7H20.............c..... 0.001g/500ml
® AQar.......ciiiiiiiiiiiiiia, 7.5g/500ml

BurkN-Free ( Milieu exempt d’azote )

o KH2PO4 .., 0.4g/L

e Phosphate dipotassique............c...............0.5g/LL

e Sulfate de sodium..................cooeeennn. 0.05g/L

e Chlorure de calcium........................... 0.2g/LL

e Sulfate de magnésium heptahydraté.......... 0.1g/L

e Sulfate de fer heptahydraté.................... 0.005g/L

e Molybdate de sodium........................... 0.003g/L

®  AGAT i 15g/L
Bunt et Rovira

® GlUCOSE ..vviniiii i 10g/L

 NHASO4. . o, 1g/L

© MO SO 0.2g/L

O KCluiiiiic 0.2g/L

o K2HPOA.....coo et 0.1g/L

L 1o 1g/L

©  AAT.. .. 20g/L

Gélose au sang :

e Extrait de boeuf.......... 19/

e Extrait de levure ........ 2.5¢/1
e Peptone ......ccceeneeen. 5,0 g/l

e Chlorure de sodium ..... 5.0g/1
e Agar.........cceeeee. 15,0 g/1
e Sangdecheval............ 5 ml

PH:7.3



Annexe

Annexe 2 : Techniques
Procédure de coloration des endospores :
1.Prenez une lame propre sans graisse et faites un frottis

2.Sécher a I’air et fixer I’organisme sur une lame de verre et couvrir d’un carré de papier
buvard ou d’essuie-tout coupé pour s’adapter a la lame.

3.Saturer le papier buvard avec une solution de teinture vert malachite et le vaporiser a la
vapeur pendant 5 minutes, en gardant le papier humide et en ajoutant plus de colorant au
besoin. En variante, la lame peut étre vaporisée sur un récipient d'eau bouillante.

4.Lavez la lame & I'eau du robinet

5.Contre-colorer avec 0,5% de safranine pendant 30 secondes . Laver a I'eau du robinet,
séchez.

6.Examinez la lame au microscope pour la présence d'endospore
Coloration de Gram :

1. Inonder le frottis séché a lair et fixé a la chaleur pendant 1 minute avec le réactif de
coloration au cristal violet. Veuillez noter que la qualité du frottis (concentration cellulaire
trop lourde ou trop légére) affectera les résultats de la coloration.

2. Laver la lame dans un jet doux et indirect d'eau du robinet pendant 2 secondes
3. Inondation avec le mordant : iode ou lugol. Attendez 1 minute
4. Laver la lame dans un jet doux et indirect d'eau du robinet pendant 2 secondes.

5. Inondation la lame avec agent décolorant. Attendre 15 secondes ou ajouter goutte a
goutte pour faire sortir I’agent de décoloration

6. Inondation la lame avec contre-colorant,'safranine’. Patienter 30 secondes a 1 minute.

7. Laver la lame dans un jet d'eau douce et indirecte de I'eau du robinet jusqu'a ce
gu'aucune couleur n'apparaisse dans l'effluent, puis sécher avec du papier absorbant.

8. Observez les résultats de la procédure de coloration sous immersion dans
I'huile.Examiner au microscope, objectif x100.

Test Mannitol-Mobilité

1.Si avant utilisation, le culot est fragmenté, reprendre les tubes au bain-marie vers 90°C et laisser
refroidir en position vertical dans un bain d’eau froide.

2. Ensemencer avec un fil de platine ou d'une pipette Pasteur, par piqiire centrale, jusqu’au fond du
tube de gélose.

3. Incuber 18 a 24 heures a 35-37°C.

4. La fermentation du mannitol provoque un virage au jaune du milieu. Les bactéries mobiles
envahissent tout le milieu a partir de la pigQre centrale.

5. La réduction des nitrates sera mise en évidence par 1’addition des réactifs Nitrate A et B.



Annexe 3 : Courbes

Courbe d’étalonnage pour la détermination de la concentration d’AIA (Hamoum,2017).
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Annexe 4 :

Tableaux

Tableau 1 : Analyse de Variance de ’AIA

Annexe

S.C.E DDL C.M. TESTF PROBA E.T. C.V.
VARTOTALE 1888,984 32 59,031
vARFacTEUR: | 1885,473 10 188,547 1181,652 0
YARRESIDUELLE 3,51 22 0,16 0,399 4,29%

Tableau 2 : Analyse de Variance du Phosphate

S.C.E DDL C.M. TESTF PROBA E.T. C.V.
VARTOTALE 558748,9 32 17460,9
vaRFacTELR1 | 557635,8 10 55763,57 | 1102,121 0
YARRESIDUELLE | 1113,125 22 50,597 7,113 2,96%

Tableau 3 : Analyse de Variance du Zinc

S.C.E DDL C.M. TESTF PROBA E.T. C.V.
VAR.TOTALE 141307,7 32 4415,865
varFacTEuR: | 140326,9 10 14032,69 314,754 0
YARRESIDUELLE || 980 828 22 44,583 6,677 3,33%
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