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Résumé

Les rhizobactéries jouent un role important dans le maintien de 1’équilibre du sol,
parmi ces bactéries, il y a celles qui ont montré leur capacité a favoriser la croissance des
plantes (PGPR), elles agissent positivement sur la croissance de la plante, L’objectif de notre
telle, afin de démontrer qu’elle a la capacité de solubilisé le phosphate et fixé 1’azote. Les
résultats ont révelés a caractériser 60 isolats bactériennes isolées a partir de la rhizosphere et
la rhizoplan de sol (région aride et semi-aride), a partir des deux sites de 1’ouest algérien

(Mostaganem et Oran).

Les résultats obtenus nous ont servi de sélectionner et de classer les Bacillus les plus
performantes pour solubilisé le phosphate dont le diametre de solubilisation varient entre
0,1+00% jusqu’a 0,63 +03l. La souche ODG6 est la plus performante avec une valeur de 0,63
+03,

On conclut que I’utilisation des Bacillus sp comme biofertilisant favorisant la
croissance des plantes, fixant 1’azote et solubilisant le phosphate peut présenter une approche
biotechnologique importante pour réduire les problemes liés a I’utilisation des engrais

chimiques.

Mots clés: PGPR, Bacillus, fixation de I’azote, solubilisation de phosphate.



Abstract

Rhizobacteria play an important role in maintaining the balance of the soil, among
these bacteria there are those which have shown their ability to promote plant growth (PGPR),
they act positively on the growth of the plant. The objective of our work is to isolate bacteria
belonging to the genus Bacillus sp which has been identified as such, in order to demonstrate
that it has the capacity to solubilize phosphate and fix nitrogen. The results revealed to
characterize 60 bacterial isolates isolated from the rhizosphere and the soil rhizoplan (arid and

semi-arid region), from the two sites in western Algeria (Mostaganem and Oran).

The results obtained were used to select and classify the best performing Bacillus for
solubilizing phosphate, the solubilization diameter of which varies between 0.1 + 00°¢ up to
0.63 + 03%. The OD62 strain is the best performing with a value of 0.63 + 03.

It is concluded that the use of Bacillus sp as a biofertilizer to promote plant growth,
fix nitrogen and solubilize phosphate may present an important biotechnological approach to

reduce the problems associated with the use of chemical fertilizers.

Keywords: PGPR, Bacillus, nitrogen fixation, phosphate solubilization.
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Introduction

Pendant les trois dernieres décennies, les agriculteurs sont devenus dépendants des
produits chimiques comme méthodes relativement fiables de protection des récoltes contre les
phytopathogénes (Jan et al., 2011). Malgré, les effets toxique qu’exercent ces produits
chimiques sur la santé humaine et environnementale (en exposant la communauté
microbienne bénéfique du sol a des concentrations excessives en produits chimiques),
ajoutant a I’apparition de résistance chez les agents phytopathogenes vis-a-vis les composés
chimiques utilisés, constituent des inconvénients majeurs pour la lutte chimique (Corbaz,
1990 ; Botelho etMendonga-Hagler, 2006).

Ces inconvénients ont conduit a la recherche d’une méthode de lutte écologique et
durable, et donc une méthode de lutte biologique. Cette derniére repose principalement sur
L’introduction des microorganismes bénéfiques dans la rhizospheére et par 1’élimination d’un

ravageur ou d’un agent pathogéne par son ennemi naturel (Lepoivre, 2003).

Plusieurs travaux ont été rapportés sur I’utilisation des rhizobactéries promotrices de la
croissance des plantes (PGPR) comme agents de lutte biologiqgue et comme
biofertilisants.(Jeonet al., 2003 ; Tabliet al., 2014; Noumavoet al., 2016 ).

Ces bactéries adaptées a I'environnement de la racine ont soit un effet neutre, soit un
effet négatif sur la croissance de la plantemais aussi peuvent étre tres bénéfique a la plante par

des effets directes et indirectes (Antoun, 2013) .

Parmi les PGPR, de nombreux genres sont recensés tels que Azotobacter,
Azospirillum,  Bacillus, Burkholderia, Enterobacter, Pseudomonas, Rhizobium,
Serratia.(Ahmad et al., 2008)

Le genre Bacillus est devenu tres exploité dans plusieurs applications
biotechnologiques, grace a sa diversité génétique et métabolique et sa présence dans la
nature, il produit des biofertilisants, des insecticides et différents substances, enzymes

antimicrobiennes. (Choudharyet al., 2009).

Dans ce travaille manuscrit est scindé en deux parties :

-Une partie bibliographique qui comprend une synthése d’un ensemble de donnée sur les

Bacillus et sur le role des biofertilisant et effet PGPR des Bacillus

- Une partie pratique, dans laquelle on a suivi les étapes suivantes :

j
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» isolement des especes rhizosphériques et endo-phytique du genre Bacillus a partir des
zone arides et semi arides.

» ldentification par des tests biochimique et par une étude morphologique.

» Mise en évidence de deux activités PGPR : la fixation d’azote et la solubilisation de

phosphate.

Les résultats présentés sont discutés et comparés avec d’autres études.
Enfin, le manuscrit est achevé par une conclusion qui a permetde reprendre les résultats

trouvés intéressants et de tirer quelques perspectives.
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Chapitre | Les Bacillus

1. Les Bacillus

1.1.Définition
Le genre Bacillus est parmi les bactéries telluriques a Gram positif les plus communs
et les plus prédominants. Ses espéces qui représentent 95% des firmicutes, (Eric, 2008) sont
aerobie stricte ou aero-anaerobie facultative, de forme bacillaire, catalase positif, sporulées et
géneralement mobile par ciliature peritriche (Dédier, 1998). Il existe des especes acidophiles

et d’autres basophiles, mésophiles ou encore thermophiles (Schleifer, 2009).

L'hétérogenéité des Bacillus est retrouvée au niveau de leur ADN et aussi dans leur
contenu en G+C qui est varié entre 32-66 % (Schleifer, 2009). En moyenne elle contient 4973
+ 923 geénes. Ainsi, l'analyse des seéquences des ARNr 16S de 51 especes permettait de

caractériser cing groupes phylogénétiques (Alcaraz et al., 2010).

Phylum des
Proteobacteria Spirochétes
" v Bacrevoides 7/
a s & Flavobacteria 7

Cwophaga

Plancromyces
Bactérics

veries Chlamydia

Cyanobacreria
\ - - -

Deinococcacea - -
-
\ o Bactéric & v
« Gram polltll"o

- - -

Aguifex /
lf,lrdromf)m?,\ /‘-—1"—‘-——- hermotoga

— — — w— w— — w— w— w— pe—

| EUCARYOTES
ARCHEOBACTERIA

— — — — — — — b e e e e - d

Figure 1: Représentation schématique du domaine des Eubacteéries (Larpent, 2000)




Chapitre | Les Bacillus

1.2. Habitat des Bacillus:

Le genre Bacillus est parmi les microorganismes les plus abondantes et omniprésentes
dans la nature. Ce sont les organismes les plus nombreux parmi ceux qui se trouvent dans le
sol. Il y a plusieurs espéces de Bacillus, dont la plupart sont des saprophytes des sols ou elles
jouent un réle important dans les cycles du carbone et de lI'azote, mais également trouvées
dans I'eau, l'air, les plantes, et les aliments (Lowenfels et Lewis, 2008 ; Logan et De Vos,
2015).

L'habitat naturel de B. subtilis est le sol, mais on le trouve également dans les eaux
douces, les eaux cotieres et les océans. L’ubiquité de la bactérie est probablement une
conséquence de la formation d'endospores, qui permet la survie aprés une exposition méme a
I'environnement le plus hostile. B. subtilis est également associé aux plantes, aux animaux et
aux aliments et se trouve dans les excréments d'animaux (Schaechter, 2004). B. cereus sont
des bactéries endémiques du sol qui occupent divers habitats écologiques. Il a été rapporté que
certaines souches de B. cereus favorisent la croissance des plantes et lutte contre leurs
maladies (Teyssou et al., 1998).

1. 3. Taxonomie de Bacillus :
1. 3.1. Historique :

Le genre Bacillus appartient a la famille des Bacillaceae, ordre des Bacillales, classe
des Bacilli, et phylum des Firmicutes. Ce genre a une place trés importante dans I'histoire de

la bactériologie voire (Tableau 1) (Claus et Berkeley, 1986).

« Vibriosubtilis » est 1’'une des premiéres espéces bactériennes toujours en cours
d’utilisation. Elle a été décrite par Ehrenberg en 1835. En 1872, Cohn I’a renommé Bacillus
subtilis, et il a établi deux autres espéces « Bacillus anthracis et Bacillus ulna » (Paul et al.,
2011). Depuis la création du genre Bacillus, beaucoup d’espéces décrites ont été transférées a
d’autres genres. Cependant, ce genre est considéré comme ’un des plus grands genres et

comprend plus de 200 espéces (Zhang et al., 2009).

La premiére étude taxonomique complété sur le genre Bacillus a été publié par (Smith
et al., 1952), elle est basé sur la comparaison entre 1134 isolats représentent plus de 150

especes.
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Historiquement, les especes ont été regroupées en six grands groupes basés sur de
nombreux caractéres biochimiques, morphologiques et physiologiques, et aussi sur la

capacité a former des spores (Sonenshein et al ., 1993)

Tableau 1: Classification du genre Bacillus (Maughan et van ,2011)

Domain Bacteria
Phylum Firmicutes
Class Bacilli
Order Bacilliales
Family Bacilliaceae
Genus Bacillus

1.3.2. Outils d’identification :

La caractérisation et surtout 1’identification de ces microorganismes est cruciale vu
I’intérét qu’ils présentent. De nombreux auteurs ont montré que certaines souches des Bacillus
sont reconnues comme des bactéries non pathogénes pour I'homme GRAS (General
Recognized As Safe), ainsi que d'autres sont pathogénes et provoquent des infections et
peuvent parfois étre mortels (Parry et al., 1983). D'autres espéces de Bacillus ne sont pas
pathogénes pour 1’homme, mais le sont pour certaines catégories de parasites et d'insectes,
par exemple, B. thuringiensis est utilisée dans la lutte contre les larves d’insectes dans le

secteur agronomique (Krieg et al., 1981)

L’identification des microorganismes se base sur des méthodes classiques et
presomptives de microbiologie (Kobawila ,2003). Conventionnellement, pour 1’identification

des bacteries du genre Bacillus les tests biochimiques sont utilisés (Vaerewijck et al., 2001).

Actuellement, les méthodes de biologie moléculaire ont compété les méthodes
phénotypiques (Li et al., 2009) et sont devenues un outil complémentaire pour 1’étude
de la diversité bactérienne (Adiguzel et al., 2009). Maintenant on utilise le géne de
I’ARNr 16S comme biomarqueur pour la classification moderne et 1’identification.

Cependant, les séquences de génes de I'ARNr 16S présentent une variation limitée au sein des
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groupes liés (Fox et al., 1992). C’est pour cela qu’il est souvent difficile de faire la
distinction entre les especes qui sont trés proches, tel est le cas des espéces appartenant au
groupe | comme : B. pumilus, B. safensis, B. mojavensis, B. subtilis, B. licheniformis, B.

amylolique faciens et autres (Wang et al., 2007)

En 1950, Smith propose une classification basée sur la forme de 1’endospore et sur les
modifications morphologiques qu’elle entraine sur le corps bactérien, classés en trois

groupes présentée en tableau ci-dessous (Teyssou et al., 1998)

Tableau 2: Les groupes de la classification des Bacillus selon la morphologie de la spore et

du sporange (Teyssou et al ., 1998).

groupe | : endospore ovale | groupe Il : endospore ovale | groupe 11l : endospore
non déformante déformante ronde déformante

B. megaterium , B. pumilus B. circulans B. sphaericus

B. anthracis, B. licheniformis | B. polymyxa B. pasteurii

B. cereus, B. coagulans B. larvae B. pantothenticus

B. thuringiensis, B. subtilis B. brevis

B. thermodenitrificans... B. alcalophilus

1.4. Caractéres bactériologiques du genre Bacillus:

Les espéces du genre Bacillus sont des bacilles rectilignes a extrémités carrées ou
arrondies, de taille variable, en forme de batonnets, se présentent isolées en chainettes ou en
paires, généralement mobiles grace a une ciliature péritriche, la mobilité est variable selon les
souches. Les especes B. anthracis, B.licheniformis, B. megaterium et B. subtilis peuvent
¢laborer une capsule formée d’un polymere d’acide glutamique. Certaines espéces peuvent
étre anaérobies strictes, aérobies ou anaérobie facultatives, le plus souvent catalase positive,
donnant une réponse variable au test de 1’oxydase, ces bactéries forment des endospores
résistantes a différentes conditions telles que la température défavorable et les radiations.
(Holt et al., 1994)

Les Bacillus possedent une diversité physiologique et métabolique leurs permettent de
survivre dans des habitats extrémes, elles peuvent étre acidophiles, psychrophiles,
thermophiles, halophiles ou halotolérants qui sont capables de croitre a des températures, des
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valeurs de pH et des concentrations de sel ou peu d'autres organismes pourraient survivre.
Elles sont chimio-lithotrophes ou chimio-organotrophes certaines sont auxotrophes et d'autres
prototrophes, capable de pousser sur des milieux ordinaires tels que la gélose nutritive. (De
Vos et al., 2009).

B. cereus est une bacille & Gram positif, mobile par ciliature péritriche, aéro-anaérobie
facultatif, poussent sur les milieux ordinaires en 24 heures, possédant une gélatinase et une

Iécithinase, un cytochrome oxydase, et résistant a la péenicilline G. ( Teyssou et al.,1998)

Bacillus thuringiensis se distingue de Bacillus cereus par la formation d’un corps
parasporale et la pathogeénicité pour des insectes. Elle est considérée comme le principal
insecticide biologique commercialisé a grande échelle (Gourgaud et sanglier, 1992).

B. subtilis bacille a Gram positif, en forme de batonnets, soit isolées soit groupées en
paires ou chaines, mobile par des cils péritriches, capsulé, formant des spores ellipsoidales ou
cylindriques. Une colonie de Bacillus subtilis est de forme ronde a irréguliére, les bords
varient de I’aspect ondulé a fimbrié, de couleur blanche, posséde une catalase, utilise le citrate
et gélatinase positif. Elle peut croitre entre 10 et 55°C avec un optimum entre 28 et 30°C. La
croissance se fait a pH entre 5.5 et 8.5. Des valeurs de pH élevées peuvent étre tolérées
(Bouhairi, 2017).

Bacillus anthracis est une bactérie Gram positif ,sporulante, aérobie et anaérobie
facultative, immobile, elle pousse sur les milieux usuels, 1’aspect de ses colonies mycoide,

entouré d’une capsule, posséde une gélatinase et elle est 1écithinase négatif ( Teyssou et al .,

1998).
1.5. La lutte biologique :

La lutte biologique en agronomie est 1’utilisation d’organismes vivants pour limiter la
nocivité des ennemis de cultures (insectes, acariens, rongeures et mauvaises herbes)
(Lepoivre, 2003).

L'organisme vivant utilisé comme agent de lutte est dit « auxiliaire » de I'Homme.
L'agent pathogéne auxiliaire peut étre: une Bactérie, un champignon, un virus et un
Protozoaire. La lutte biologique est présente dans tous les écosystémes. C’est une maniére de

la nature pour garder aux niveaux bas le nombre d’organismes parasites. (Van, 2006).

.
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Tableau 3 : Activité des espéces de Bacillus dans la lutte biologique.
Espéce Agents pathogénes Plantes Références
B. lieheniformis | Botrytis cinerea Tomate (Lee et al,
2006).
Bacillus Xanthomonascampestris pv. vesicatoria | Poivron (Yi et al,
pumilus INR 7 2013).
Bacillus Tomate (Teyssou et
cereusAR156 Pseudomonas syringaepv. tomato al., 1998).
B. subtilis RRC | Fusariummoniliforme Racines de | (Bacon et al.,
101 (5.994.117) jeunes 2001).
plantes de
mais
B. subtilis AF1 | - Aspergillus niger -Le (Van, 2006).
- Puccinia arachidis citronnier
-arachide
B. megaterium | Rhizoctoniasolani, Graine de | (Nelson,
Pythiumaphandermatum soja 2004).
B. cereus UW | Pythiumaphunidermatum, éxudats de | (Nelson,
85 Pythiumultimum graine et de | 2004).
jeunes
plantes
B. subtilis, | Botrytis. cinerea Les (Toure et al.,
GAl, pommes 2004)
Bacillus spp F. oxysporumdont F.o.ciciris, F.o. | poischiche | (Landaetal.,
phasioli et F.o. melonis 1997).
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1. Les biofertilisants

Un biofertilisant est un engrais naturel contenant une grande population d'organismes
spécifiques ou un groupe d'organismes vivants ou dormants (les bactéries, les champignons,
les algues, les actinomycetes) qui aident a fixer le N2 atmosphérique ou solubiliser le
phosphate du sol ainsi que la sécrétion de substances favorisant la croissance en augmentant
la disponibilité des nutriments pour les plantes (Simarmata et al., 2017 ; Dineshkumar et
al., 2018).

Un biostimulant microbien est une autre définition du biofertilisant décrit par Du
Jardin et al., 2015.C’est un composé d’origine biologique qui améliore I’efficacité de la
nutrition des plantes, et agit aussi comme régulateurs de croissance et protecteur de plantes
(Yakhin et al.,2017).

1.1.  Fabrication des biofertilisants (Biostimulant)

Les constituants des biofertilisants dépendent largement des ressources naturelles
utilisees, les matieres premieres utilisées pour la fabrication des biofertilisants peuvent étre de
natures diverses (des feuilles, des graines, des racines et exsudats de plantes supérieures) et
peuvent étre également des bactéries, levures et champignons. On retrouve également diverses
especes d’algues, les extraits de déchets industriels ou alimentaires, composts et extraits de

composts et les résidus d’aquaculture (Yahkin et al., 2017).

Les effluents de traitements des hydrolysats de protéines, d’acides aminés d’origine
animale incluant les déchets et les sous-produits, les substances humiques, les dérivés de
chitine ou de chitosane des insectes, sont aussi utilisées pour la fabrication des biostimulants
(Du Jardin et al., 2015).

1.1.1. La fabrication des biostimulants a partir des micro-organismes :
La premiere phase de fabrication consiste a isoler les micro-organismes du sol, ou ils
seront utilisés sur les systemes de cultures, puis a assurer leur multiplication par fermentation

anaérobie afin de favoriser le développement des micro-organismes bénéfiques.

La qualité du produit obtenu s’évalue d’une part par sa couleur indiquant la présence
de micro-organismes bénéfiques, contrairement a une couleur noire ou rose. D’une autre part
par I’absence d’odeur de putréfaction, caractéristique des micro-organismes nocifs qui

produisent des sulfures, de I’ammoniaque, etc...

Y



Chapitre Il Role des biofertilisant et effet PGPR des Bacillus

La deuxiéme phase, appelée phase d’activation, consiste a préparer le biostimulant en
phase liquide a partir des micro-organismes concentrés en phase solide obtenus
précédemment. Quatre a cinq cycles d’activation peuvent étre conduits a partir du méme
inoculum ce qui augmente la capacité de production du biofertilisant (Desfontaines et al.,
2018).

2. Catégories et biodiversité des biofertilisant microbiens

Le terme "rhizobactéries favorisant la croissance des plantes (PGPR)" a été introduit
par Kloepper et Schroth (Kloepper et al., 1978) ouvrant la voie a de plus grandes découvertes
sur le PGPR. Les droits de propriété intellectuelle ne sont pas seulement associés a la racine
pour exercer des effets bénéfiques sur le développement de la plante mais aussi pour avoir des
effets positifs sur le contréle des microorganismes phytopathogenes (Kloepper et al., 1980 ;
Son,2014).

La rhizosphere colonisatrice microbienne comprend des bactéries, des champignons,
des actinobactéries, des protozoaires et des algues. Cependant, les bactéries sont les plus
abondants dans la rhizosphére (Kaymak, 2010), I'amélioration de la croissance des plantes
par l'utilisation de ces populations microbiennes est bien connue et prouvée (Saharan et al.,
2011; Bhattacharyya et al., 2012).

Un nombre croissant de recherches et d'études porte sur la gestion du systeme sol-
végétal et micro-organismes ont permis notamment 1’identification et la sélection de différents
genres de rhizobactéries, telles que 1’Azospirillum (Krieg et Dobereiner, 1984), Raoultella
(Van Elsas et al., 2007) et Bacillus (Siddiqui, 2006). Le but de ces recherches est de
développer des bio-engrais sous forme séche et d'obtenir une concentration bactérienne
nécessaire pour améliorer la croissance des plantes. D’autres microorganismes sont considérés

également comme biofertilisants qui sont des champignons (Vessey et Heisinger, 2001).
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2.1. Microorganismes les plus importants utilisés dans les biofertilisants

Le tableau 4 ci-dessous représente les bactéries et les champignons, utilisés comme

biofertilisants :

Références

Pseudomonas fluorescens (Moenne et al.,1999)
Bacillus pumilus (Benhamou et al ., 1998)
Bacillus subtilis (Vandamme et al.,2002)
Azospirillumbrasilense (Kim et al., 2005)

Bacterie Azospirillum, (Alabouvette et Cordier, 2015)
Azotobacter,
Klebsiella

Burkholderia

les mycorhizes a arbuscules et | (Vessey et Heisinger, 2001)

penicillium bilaii

Champignon
Trichoderma (Mhamdi, 2011)

2.2. Plant Growth Promoting Rhizobacteria(PGPR)

Les rhizobactéries favorisant la croissance des plantes sont un groupe de bactéries que
I'on peut trouver dans les rhizosphére et qui ont un effet positif sur la plante, pour ces effet on
les considére comme rhizobactéries promotrice de la croissance végétale (Dey et al., 2004 ;
Herman et al., 2008 ; Minorsky, 2008), ces bactéries sont utilisées en agriculture pour la
fertilisation biologique des sols (Glick, 1995). Elles peuvent induire la croissance des plantes
par la promotion directe ou indirecte et présentent une trés grande diversité dans leur mode de
vie et leur association avec les végétaux. Les PGPR peuvent influencer la croissance des

plantes de fagon directe ou indirecte (Figure 2) (Verma et al., 2010).
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Figure 2: Les différents Role des PGPR (Macking, 2007)
2.2.1. Effet PGPR direct
2.2.1.1. Fixation d’azote

L'azote est un aliment essentiel bien connu pour la croissance et le développement des
plantes. La source la plus importante d'azote dans les écosystemes naturels est celles fixé par
les micro-organismes du sol (Burgmann et al ., 2004). Les plantes peuvent obtenir I'azote
sous deux formes minérales, soit I'ammonium (NH4") ou le nitrate (N03) (Mantelin et
Touraine, 2004).

Il est impossible d'utiliser L'azote atmosphérique (N2) sous sa forme moléculaire.
Pour cette raison il doit étre incorporé dans des composés assimilables par les animaux et les
plantes. 1l peut étre fixé chimiquement ou biologiquement. La fixation biologique de l'azote
est possible grace a certaines bactéries capables de transformer I'azote moléculaire en
ammonium via la nitrogénase (Guillaume, 2004).

Les micro-organismes a associations symbiotiques produisent 80% de ’azote et le

reste provient des systémes libres (Graham, 1988).

Ding et al (2005) disent que parmi les bactéries fixatrices d’azote on trouve
:Paenibacillus Azotofixans, Paenibacillus polymyxa, Bacillus cereus, Bacillus subtilis et

Bacillus ciruclans qui permettent a la plante d'acqueérir I'azote nécessaire sous forme minerale.
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2.2.1.2. Solubilisation du Phosphate

Le phosphore (P) est un macronutriment essentiel pour le développement des plantes
mais aussi un nutriment limitant leur croissance, malgré son abondance dans le sol (Singh et
Satyanarayana, 2011). Contrairement a l'azote, il n'existe pas de source biologique
disponible (Ezawa et al., 2002).

Moins de 10 % du phosphore total retrouvé dans le sol est accessible aux plantes
(Gunes et al ., 2009). On retrouve dans le sol le phosphore sous forme minérale comme
I'nydroxyapatite, l'apatite et I'oxyapatite. ce phosphore minéral dans les sols acides, se
précipite avec les oxydes et hydroxydes de fer ou daluminium tandis que, dans les sols

alcalins, le phosphore est retrouvé fixé au calcium (Rodriguez et Fraga,1999).

Le phosphore est aussi retrouvé sous forme organique qui est majoritairement retrouvé
sous la forme d'inositol phosphate (phytate) (Rodriguez et Fraga, 1999). Le phosphore
organique doit étre déphosphorylé sous forme inorganique afin que son assimilation par les
plantes soit possible (Singh et Satyanarayana, 2011).

Les bactéries rhizosphériques solubilisant le phosphate pourraient étre une source
favorable comme agent bio-fertilisant dans 1’agriculture. La capacité de quelques micro-
organismes a convertir le phosphore insoluble en forme accessible est un trait important pour
les PGPR. (Sharma et al., 2007).

Parmi les communautés bactériennes du sol, les espéces de Bacillus, Enterobacter,
Erwinia et Pseudomonas spp. (Subbarao, 1988 ; Kucey et al., 1989). B. megaterium, B.
polymyxa, B. circulans, B. coagulans, B. subtilis, B. sircalmous sont les plus performantes
dans la solubilisation des phosphates (Podile et Kishore, 2006).

2.2.1.3. Production d’hormones de croissance
I. Production d'acide indole-3-acétique

L’AIA est le plus important du groupe des auxines et le plus produit par les PGPR
(Uzzaman et al., 2009) et il est l'auxine la plus naturellement distribuée chez les plantes
vasculaires, les mono et dicotylédone, les filicophyta et les gymnospermes (Srivastava,
2002).

La production d'AlA a été détectée chez plus de 80 % des bactéries de la rhizospheére,

les bactéries a Gram positif sont faiblement productrices (Loper et Schroth, 1986).
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Les espéces bactériennes capables de produire de 1I’AIA sont: les genres

Pseudomonas, Arthrobacter, Acinetobacter, Enterobacter et Bacillus (Yuan et al., 2011).

I1. Production de Cytokinines

Les cytokinines sont des aminopurines Ne substituées qui jouent un réle-clé dans
I'activation de la germination des graines, la division cellulaire des plantes, la promotion de la
ramification, l'interruption de la quiescence des bourgeons dormants, la croissance des
racines, I'accumulation de la chlorophylle, I'expansion des feuilles (Salisbury et Ross, 1992).
En effet, les cytokinines régulent I'expression du géne codant pour I’expansine, protéine qui
facilite I'expansion de la cellule végétale, provoque sa turgescence et induit le relachement des

parois cellulaires des plantes (Downes et al., 2001).
I11. Production de Gibbérellines

Ce sont des acides diterpénoiques constitués de résidus isopreniques, elles agissent sur
la division cellulaires et sont impliquées dans plusieurs processus de développement comme
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 (MacMillan, 2002). Les
gibbeérellines sont également impliquées dans la promotion de la croissance de la racine car

elles régulent I'abondance des poils racinaires (Bottini et al., 2004).

La capacité des bactéries a synthétiser des substances de gibbérellines a été
initialement décrite chez Azospirillum brasilense (Tien et al., 1979) et Rhizobium (Williams
et Sicardi, 1982 ), puis chez différents genres bactériens qui peuplent le systeme racinaire de
la plante, y compris Azotobacter, Arthrobacter, Azospirillum, Pseudomonas, Bacillus,
Acinetobacter, Flavobacterium, Micrococcus, Agrobacterium, Clostridium, Burkholderia, et
Xanthomonas (Mitter et al., 2002 ; Tsakelova et al., 2006 ; Joo et al., 2009).

IV. Régulation d’éthyléne

L’¢éthyléne est connu pour son role dans le développement et la régulation de la
croissance des plantes et aussi dans la maturation des fruits, cette phytohormone gazeuse
stimule la formation de racines adventives et des poils absorbants, favorise la germination par
la levée de dormance des graines, et controle certains mécanismes systémiques de défense de
la plante vis-a-vis des phytopathogenes. Cependant, si la concentration en éthyléne est trop

¢levée, 1’élongation racinaire est inhibée chez plusieurs plantes (Abeles et al., 1992).
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V. L’activité ACC désaminase

L’ACC désaminase est une enzyme présente dans de nombreuses bactéries
rhizosphériques. Ces bactéries peuvent prendre I’ACC a partir de racine de la plante et de le
convertir en a-ketobutyrate et de I'ammoniac (Holguin et Glick, 2001). Il en résulte une
diminution des niveaux d’ACC et donc des taux d'éthyléne dans la plante, et une diminution

de stress des plantes (Pliego et al ., 2011).
2.2.2. Effet PGPR indirects

L’effet phytobénéfiques indirect des bactéries PGPR résulte d’interactions entre PGPR
et des pathogeénes et/ou parasites de la plante, a ’occasion desquelles les effets négatifs de ces
derniers sont diminués (Ramette et al., 2006 ; Rezzonico et al., 2007). Ces interactions
correspondent souvent a de la compétition ou de 1’antagonisme (Bally et EImerich, 2007).

En général, les principaux modes de biocontréle attribues a ces rhizobactéries sont :

I. la compétition

C’est un mécanisme biologique utilisé par les PGPR pour éliminer les
phytopathogénes. Elle se passe entre deux ou plusieurs microorganismes concerne soit les
éléments nutritifs, I'espace ou les autres facteurs environnementaux qui deviennent limitatifs

pour leur croissance (Dommergues et Mangenot, 1970 ; Shameer et Prasad, 2017)

Il. Antibiose

C’est le mécanisme le plus efficace par lequel les microorganismes peuvent contréler
les maladies des plantes par la production et la libération des molécules qui tuent ou réduisent
la croissance des pathogénes cibles (Harman et Shoresh, 2007).

I11. Le parasitisme

Ce mécanisme consiste en une interaction directe entre deux microorganismes ou les
tissus vivants de 1’un constituent une base nutritive pour 1’autre (Helluy et Holmes, 2005).
L'agent antagoniste utilisera des enzymes lytiques telles que les glucanases, les chitinases et

les lysozymes pour dégrader les parois de I'agent pathogéne (Corbaz, 1990).

IV. Résistance systémique induite (ISR)
C’est la stimulation des défenses de la plante par la synthése d’éliciteurs appartenant a
la classe des antibiotiques (le 2,4- diacetylphoroglucinol DAPG, principalement), et des

phytohormones liées au stress (l'acide jasmonique, 1’acide salicylique, la cadavérine, etc.),
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ainsi que la production d’enzymes liées au catabolisme d'éthyléne (I’ACC désaminase)
(Jourdan et al., 2008 ; Parray et al., 2015) .

V. Bioremédiation

Les sols pollués par les métaux lourds toxiques et les pesticides (les composes
xénobiotiques), décontaminé par I’immobilisation et la transformation des métaux les rendant
inactifs pour tolérer leur absorption. Les cellules végeétales sont étroitement associées aux
cellules microbiennes qui se développent en biofilm sur la surface de la racine, générant des
molécules de signaux et entrainant un phénoméne nomme : « quorum sensing ». Cette
capacité des microbes a sentir le milieu environnant joue un role impératif dans I'efficacité
nutritive et peut contrebalancer les effets délétéres des métaux lourds sur les plantes (Daniels
etal., 2004).

3. Mode d’application des biofertilisants

Il existe une grande variété de bio fertilisants, ce qui implique des conditions de

conservation et d’application spécifiques en fonction des organismes vivants qu’ils
contiennent. Selon le type de micro-organismes utilisé, le mode d’application, ou encore la
formulation (granulés, liquide et poudre), les recommandations d’utilisation et de
conservation peuvent varier. Il est donc important de comprendre les spécificités et les
mécanismes d’actions du produit employ¢, afin de maximiser ses chances d’implantation et

optimiser son efficacité (Laureneau et al., 2016).

. Application foliaire
La fertilisation foliaire est un outil qui peut s’avérer trés intéressant si 1’on comprend
bien son fonctionnement. Un de ses principaux avantages, c’est que les éléments nutritifs sont
Absorbés plus rapidement que le cas d’une application au sol. De plus, dans certaines
situations les éléments présents dans le sol ne sont pas disponibles pour la plante au moment

ou elle en a besoin (Bourbonnais, 2015).

La disponibilité des éléments pour la plante dépend de plusieurs facteurs, tels que la
compaction, la profondeur, I’humidité et la température du sol. Ces facteurs limitant sont
dépourvus de sens lorsque nous parlons d’application foliaire durant certains stades de
croissance, la plante exige plus de nourriture que ce qu’elle est capable d’absorber, c’est
pourquoi la fertilisation foliaire devient incontournable pour I’obtention de rendements

supérieurs et de qualité (Bourbonnais, 2015).

1




Chapitre Il Role des biofertilisant et effet PGPR des Bacillus

o Application radiculaire

Les plantes prélevent les éléments minéraux du sol pour produire les composes
organiques. Il est établi que plusieurs éléments sont nécessaires pour le fonctionnement
normal de la machine biochimique de la plante. Ainsi, pour une croissance optimale de la

plante, des éléments nutritifs doivent étre disponibles :

- En solution dans 1’eau du sol.
- En quantités adéquates et équilibrées, correspondant a la demande immédiate de la culture.
- Sous une forme qui soit accessible au systéme racinaire.
4. Role biotechnologique potentiel des biofertilisants
Les biofertilisants constituent une alternative naturelle a I’utilisation d’engrais

chimiques pour un environnement sain et durable sans produits chimiques (Aadel, 2017).

Produit des micro-organismes qui libérent dans leur environnement des molécules (les
auxines, les gibbeérellines, les cytokinines), ils permettent de limiter les phénomeénes d’érosion

et de lessivage. (Laureneau et al., 2016).

Les bio-fertilisants ont le potentiel d'améliorer la santé et la productivité des plantes
cultivées et réduisent également le colt de production car ils ont la tendance a diminuer les

doses d'engrais chimiques utilisées. (Mohammadi, 2015)

Les bio-fertilisants permettent d’améliorer directement ou indirectement 1’assimilation
des ¢léments nutritifs par la plante, afin d’optimiser leur croissance et leur développement

(Laureneau et al., 2016)
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Cette étude expérimentale a été réalisée au niveau du laboratoire pédagogique de
microbiologie de I’université Abdelhamid Ibn Badis Mostaganem. Elle a pour but d’isoler a
partir du sol ou des racines de plantes des espéces du genre Bacillus sp et d’étudier leur
activité PGPR.

Prélevement des échantillons de sol et des plantes

Douze échantillons de sols et de plantes ont été prélevés dans diverses régions arides
et semi-arides du sol salin a travers 1’Ouest de I’ Algérie plus précisément a Mostaganem et a
Oran. Ce choix a eté fait sur la base de la prédominance de ces plantes sauvages et indigenes
dans les sites étudies pour isoler les bactéries rhizosphériques et les endophytes. Les
échantillons obtenus ont été prélevés et mis dans des sachets stomacher stériles. Ils sont

gardés au frais et transportés au laboratoire.

l. Isolement des bactéries

- Préparation de la série des dilutions pour les bactéries endophytes

L’isolement des bactéries endophytes a été réalisée par un prélevement de 1g de
racines apres ¢limination de I’excés de sol, la désinfection se fait par une succession d’étapes
en commencent par un lavage des racines de chaque échantillon par I’eau de robinet, puis on

les immerge dans 100ml d’éthanol (75%).

Apres lavage avec 1’eau distillé stérile (EDS) on les immerge dans la solution
d’hypochlorite (1%) de sodium, ensuite on lave encore une fois avec EDS, et finalement les
racines sont inondés dans un tampon phosphate salin PBS (Annexe 01). A I’aide d’un mortier

on les écrase bien, puis on les immerge dans du PBS aprés une agitation au vortex.

Des dilutions décimales allant de 10" & 10 sont réalisées & partir de la solution mére,

0,1ml de chaque dilution est étalé en surface sur le milieu Luria Burtani (LB) (Annexe 01).
- Préparation de la série des dilutions pour les bactéries rhizosphériques

L’isolement des bactéries a partir de la rhizosphere (appelée rhizobactérie) se fait par
prélevement de 1g des racines et du sol qui seront inondé dans PBS et agités pendant 10 min a
I’aide d’un vortex, ensuite des dilutions ont été préparées et ensemencées sur milieu Luria

Burtani (LB).

ﬂ
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1- Le dénombrement

La densité microbienne a été estimée et exprimée en Unité Formant Colonie (UFC) par

gramme de sol/racine apres 2 a 3 jours d'incubation a 28 ° C.
2 — La purification des souches

Le criblage des Bacillus a été réalisée par observation macroscopique, les isolats qui
présentent différentes morphologies de colonies ont été purifiés par repiquages successifs sur
le méme milieu d’isolement jusqu’a 1’obtention de cultures pures. Les isolats de Bacillus
seront par la suite confirmés par la coloration simple de fuchsine de Ziehl (la formation de

I’endospore) et la coloration de Gram.
3 — L’identification
3.1. L’étude morphologique

Aprés D’incubation a une température de 28°C pendant 3 jours, les colonies

bactériennes apparaissent et elles sont observées macroscopiquement et microscopiquement.
3.1.1. L’observation macroscopique

Elle se fait a I’ceil nue, permet de voir la forme, la couleur, la transparence vis-a-vis de

la lumiére, le relief et la taille de la colonie.
3.1.2. L’observation microscopique

Deux types de coloration permettent de caractériser les bactéries ; la coloration simple
a la fuchsine de Ziehl et la coloration de Gram. La fuchsine est un colorant qui permet de fixer

et de colorer en rouge la membrane cytoplasmique de la bactérie et le tour de 1’endospore.

La coloration de Gram est la coloration de base en bactériologie, qui a pour objectif
de classer les micro-organismes en deux groupes (Gram+ et Gram-) en fonction de la
composition chimique de leur paroi et son affinité aux différents colorants (Perry et al .,
2004;Camille,2007).

ﬂ
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3.2. Les tests biochimiques
3. 2.1. La recherche de la catalase

Pour mettre en évidence la présence de cette enzyme, une suspension bactérienne est
mise en contact avec une goutte d'eau oxygénée déposée sur une lame propre. La présence

de I’enzyme se traduit par un dégagement immédiat des bulles de gaz (Anonyme, 2011).
3.2.2. L’utilisation de citrate

Les bactéries capables d’utiliser le citrate de sodium comme seule source de carbone
pourront se développer sur ce milieu. La fermentation du citrate de sodium entraine alors
une acidification qui provoque une coloration bleue du milieu en présence de bleu de
bromothymol (indicateur de pH). La pente du milieu est ensemencée avec une strie sur toute

la surface. L’incubation se fait a 30°C, pendant 18 heures (Simmons, 1926).
3.2.3. La fermentation des sucres et production de gaz

La Triple Sugar Iron (TSI) contient trois glucides (glucose, lactose et saccharose),
chaque colonie a étudier est ensemencée en strie sur la pente (ensemencement sur la surface)

puis en pigdre profonde dans le culot et incubées a 30°C pendant 24h (Hajna, 1945).

Apres I’incubation, la lecture du milieu TSI se fait comme suit : la fermentation du
glucose est négative si le culot est rouge alors qu’elle est positive si le culot est jaune. Pour la
fermentation du lactose si la pente est rouge donc la bactérie est lactose et Saccharose (-), si la
pente est jaune donc la bactérie est lactose et saccharose (+). La bactérie est gazogene s’il y a
I’apparition de bulles de gaz dans le culot. Par rapport a la formation d’H»S, la bactérie forme
I’Hz2S s’il y a la présence d’une coloration noire entre le culot et la pente ou tout au long de la

pigdre.

g
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3.2.4. L’étude de 1a mobilité et de la fermentation du mannitol

La mobilité bactérienne ainsi que la fermentation du mannitol sont étudiées en
ensemencant le milieu semi-solide mannitol-mobilité par piqure centrale a 1’aide d’un fil
droit. La mobilité est révélée par un envahissement plus ou moins grand du milieu & partir de
la piqure d’inoculation, 1’utilisation du mannitol est traduite par un virage de la couleur du

rouge au jaune (Gerhardt et al., 1994).
4. L’étude de I’activité PGPR des Bacillus
4. 1. La préparation d’inoculum

Pour la préparation de I’inoculum, des tubes a essai contenant 10ml d’eau peptonée
(Annexe 03) ont été inoculés par quelques colonies bactériennes préalablement réactivées
(culture jeune de 18-24h) pour préparer une suspension bactérienne ou sa densité optique a été
ajustée a 0.8 a 600 nm en utilisant un spectrophotomeétre 6715 UV-visible JENWAY (Kumar
etal., 2001)

4 .2. La solubilisation du phosphate

Les cultures des souches isolées ont été déposées sous forme de spots de 5 pul a la
surface du milieu Pikovskaya (Pikovskaya, 1948) (Annexe 01). Aprés sept a dix jours
d’incubation a 30°C, I’apparition d’une zone claire autour de la colonie bactérienne indique

une activité positive de solubilisation du phosphate.

La lecture des résultats se fait par mesure du diamétre de la solubilisation (colonie +
halo) et celui de la colonie bactérienne. L’indice de la solubilisation est ensuite calculé par le

rapport au diameétre totale (halo + colonie) et le diametre de la colonie (Premono et al ., 1996

)

4.3. La fixation de ’azote

Les bactéries fixatrices d’azote ont été inoculées sur milieu solide exempté d’azote «
Burk’s N-free » (Annexe 02) sous forme de spots avec 5ul de souche bactérienne et incubées
a 30°C pendant sept a dix jours. Toute croissance bactérienne a la surface de ce milieu
indique une activité positive de la fixation d'azote. (Wilson et Knight, 1952 ; Park et al.,
2005)

ﬂ
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5. Les analyses statistiques

L’ensemble des résultats a été analysé a 1’aide d’un programme statistique, SPSS

(V.27) par I'utilisation du test de Tukey dont le seuil d’erreur alpha est < 0,05.




Chaprtre [/ .
Résultats et

Lrscussions



Chapitre 11 Résultats et discussion

I- Le dénombrement, I’isolement et la sélection des bactéries

Un total de 60 isolats montrant des différences macroscopiques (taille, contour,
aspect...etc) ont été obtenues a partir des échantillons étudiés. L’ensemble des isolats
croissent en aérobiose sur milieu LB pendant 48 a 72h a une température d’incubation de
28°C. Le nombre des bactéries endophytes est de 32 bactéries, il est plus élevé que celui de
bactéries isolées du sol rhizosphérique qui est de 28 bactéries. Le dénombrement en UFC/g a
révélé que la densité bactérienne des endophytes de 106 UFC /gramme de racines (grc) —est
plus importante par rapport a celle des bactéries rhizosphériques qui est de 40x 10* UFC/ grc.
Les Bacillus sont abondantes dans les deux sites successivement le site M (4,1x10° UFC/ grc)
et le site O (7,6x10* UFC/ grc).

I-1. L’aspect macroscopique
Apres I’isolement, les colonies bactériennes développées sur le milieu LB sont

caractérisées selon leurs aspects macroscopiques (Tab5) (figure 3-4).

Figure 3: L’aspect des colonies des Figure 4: L’aspect des colonies des isolats
isolats rhizosphériques sur milieu endophytiques sur milieu LB
LB

Tableau 5 : L’aspect morphologique des colonies obtenues sur LB aprés 48h d’incubation.

Bactérie Forme | Contour | Relief Taille | Surface | Couleur Opacité

Bacillus spl Ronde | Régulier | Convexe |2mm Lisse Crémeuse | Translucide
Brillante

Bacillus sp2 Ronde | Régulier | Bombé Imm | Lisse Blanchatre | Translucide

Brillante | jaunatre

Bacillus sp3 Ronde | Irrégulier | Convexe |4mm | Lisse Blanchatre | Translucide

Brillante | jaunatre
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I-1.1 Le dénombrement bactérien exprimé en Unité formant colonie (UFC)

Tableau 6: Le nombre des colonies des isolats de site O et site M exprimées en UFC/g.

Site O Site M
ED R ED R
3,6x106 | 2,5x10° | 1,7x10° | 2,1x10°
Site 1
d'isolement
1,1x10% | 2,7x10* | 1,01x10* | 3,7x10°
* Nombre
.| 6,7x10* | 2,3x10° | 1,3%x10® | 1,1x10*
de colonie
5 4 6 5
ufc/gre 2,6x10° | 7,6x10" | 1,910 3,7x10

2,6x10% | 1,5x10% | 4,1x10° | 2,1x10°
2,1x10° | 2,1x10% | 2,2x10° | 2,4x10°
Moyenne 10x10° | 40x10* | 41x10° 37x10*

NB : UFC, Unité Formant Colonie. R, Rhizosphérique. ED, Endophytique

I-2. L aspect microscopique

L’aspect microscopique a €té observé a 1’¢état frais et apres la coloration simple a la
fuchsine de ziehl et de Gram. Cette observation a révélé que la souche se présente sous forme
de batonnets, de petites tailles droites. Leurs extrémités arrondies sont regroupées sous formes
de diplobacilles ou chainettes a Gram positif (figure 8). Elles sont immobiles avec une
endospore ovale, subterminale, non déformante (Gugliandolo et al., (2003). Les Bacillus
possedent la capacité de produire les spores qui vont permettre de résister aux conditions
défavorables. Ces cellules ont une forme d'une petite sphére dont la paroi est épaisse.
I-2-1. La coloration simple a la fuchsine de ziehl

Apres réalisation de la coloration, il y’a eu une apparition des endospores sur le champ

microscopique (Figure 5).
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Figure 5: L’aspect microscopique des cellules des Bacillus sp par la coloration simple a la

fuchsine de Ziehl.
1-2-2. La coloration de Gram

Aprés la réalisation de la coloration de Gram, les bactéries Gram positives

apparaissent en violet foncé (Figure 6).

Figure 6 : 1’aspect microscopique des cellules des Bacillus sp par la coloration de Gram
(G100x).

I-3 — L’identification
I-3-1- Les tests biochimiques
I- 3-1-1- La Catalase

Le dégagement gazeux chez les isolats est expliqué par la présence du catalase,
I’enzyme responsable de la dégradation de peroxyde d’hydrogéne H2O>. Les résultats obtenus
ont montré que les isolats (MD1, MD2, MD3, MD4, OD1:1, OD12, OD23, OD32, OD4,

E
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0OD53,0D56,0D65,0D66,0R21,0R22,0R33,0R34,0R41,0R43,0R44,0R44,0R51,0R52
,OR54,0R55,0R64,0R67,0R68,0R69) sont catalase positive. Par ailleurs, les isolats (OD3s,
OD61, OD62, OD63, OR45) sont catalase négative. La figure 7 présente une réponse
nettement positive a ce test, puisque des bulles d’air sont observables dans la goutte de

peroxyde d’hydrogene ajoutée.

Figure 7: Résultat positif de catalase Figure 8 : Résultat négatif de catalase
de I’isolat OD35s de I’isolat OR4s5
Tableau 7: Les résultats du test catalase pour les isolats endophytiques et rhizosphériques.

Isolat Catalase | Isolat R | Catalase

ED

MD1 + OR2: +

MD2 + OR2> +

MD3 + OR33 +

MD4 + OR34 +

OD11 + OR41 +

OD12 + OR43 +

OD23 + OR44 +

OD3: - OR4s -

OD3: + ORb5:1 +

OD42 + OR52 +

OD53 + ORb54 +

OD5e6 + ORb5s +

OD61 - ORG64 +

OD62 - ORG67 +

OD63 - ORG6s +

OD6s + ORG69 +

OD6s +

NB : Catalase+, apparition de bulles

Catalase-, absence de bulles
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I- 3-1-2- Utilisation du Citrate de simmons

Les 33 souches sont citrate négatives donc aucune n’utilisent le citrate comme seule

source de carbone

Figure 9 : Le résultat négatif du test de citrate de simmons.

Tableau 8: Les résultats du test citrate de Simmons des isolats endophytiques et

rhizosphérique.

NB : ED, endophytique
R, rhizosphérique

Isolat ED Citrate Isolat R Citrate
MD1 - OR2: -
MD2 - OR22 -
MD3 - OR33 -
MD4 - OR34 -
OD1:1 - OR4: -
OD1, - OR43 -
OD23 - OR44 -
OD3: - OR4s -
OD3:2 - OR5: -
OD4, - OR5; -
OD53 - OR54 -
ODb5e - OR5s -
OD61 - ORG64 -
OD62 - ORG67 -
OD63 - ORG6s -
OD6s - ORG69 -
OD6e -

E
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1-3.1.3. La fermentation des sucres et production de gaz

L’étude de la fermentation des sucres et la production de gaz réalisee sur milieu de
culture TSI a montrée que sur un totale de 33 isolats seulement OR2;, OR22, MD2, MD3,
MD4, OD62, OD63 qui fermentent le glucose. Les 33 isolats sont lactose négatives donc
aucune d’eux ne fermentent le lactose. Tous les souches sont H2S négatives et ne dégagent

pas de gaz. Les résultats de la caractérisation biochimique sont récapitulés dans les tableaux 9
et 10.

Figure 10: L’aspect des résultats positif de TSI des isolats.

E
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Tableau 9: les résultats du TSI des isolats Tableau 10: les résultats du TSI des

Rhizosphériques. isolats endophytiques.

Isolat | Glucose | Lactose | H2S | Gaz

Isolat | Glucose | Lactose | H2S @ Gaz ED
R MDI | - i - [ -
OR21 + - - - MD2 + _ _ _
OR2: + - - - MD3 + - - -
OR33 - - - - MD4 + - - -
OR34 - - - - OD1: - - - -
OR44 - - - - OD1. - - - -
OR43 - - - - OD2Zs - - - -
OR44 i i 1 - 8331 : ¥ - |-
) - - - -
OR4s - - - - OD4, - - - -
OR5: - - B ) OD53 - - - -
OR52 - - ) ) OD5s - - - -
OR54 - - - - OD61 + - - -
OR5s - - - - OD6> + - - -
ORG64 - - - - OD63 + - - -
ORG67 - - - - OD6s - - - -
ORGs - - - - OD6s - - - -
ORG69 - - - -

NB : Glucose (+) fermentation de glucose
Glucose (-) pas de fermentation
Lactose (-) pas d’oxydation de lactose
H_S-, absence de précipité noir
Gaz-, absence de bulles de gaz

1-3.1.4. Recherche de la mobilité

La mise en évidence de la mobilité des isolats réalisée sur le milieu de culture semi
solide mannitol mobilité traduite par une diffusion des bactéries sur la gélose a montrée une
réaction positive de la mobilité des isolats (OR34 et MD4) par contre, le reste des isolats (31)
sont immobile et seulement les isolats (OR34, OR52, OR55, OR68, MD1, OD66) dégradent le
mannitol (Figure 11 -12).
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Figure 11: Aspect du milieu mannitol mobilité
A (I’isolat OC 34) B (I’isolat OD63)..
Tableau 11: les résultats du Mannitol des isolats endophytes et rhizosphériques.

isolat R | Mannitol isolat ED Mannitol
mobilité mobilité

OR21 | - 'MD1 | +
OR22 | - |MD2 | -
OR33 | - |MD3 I -
OR34 M + | MD4 M -
OR41 | - |OD11 | -
OR43 | - 10D1: I -
OR44 | - 1 0D2s3 I -
OR45 | - 1 0OD31 | -
OR51 | - 1 0D3: I -
OR52 | + | OD4: I -
OR54 | - | OD53 | -
OR55 | + | OD5s I -
ORG64 | - 1 0OD6: I -
ORG67 | - | OD62 | -
ORG68 | + | ODG63 I -
OR69 | - 1 0ODG6s I -

OD6¢ | +

NB : R, Rhizosphérique I, immobile

ED, Endophytique M, mobile
(+) fermentation
(-) pas de fermentation

E
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I1- Activité PGPR des Bacillus
11-1- Solubilisation du phosphate

L’¢tude de la solubilisation de phosphate chez les isolats lors de I’inoculation sur
milieu de culture PVK, et I’incubation a une température de 30°C pendant sept a dix jours a
montré la formation d’un halo transparent au tour de la colonie. Nos résultats ont montré la
capacité de 23 souches isolées a solubiliser le phosphate (Tableau 12-13). La lecture a été
effectuée en mesurant le diametre du I’halo et le diametre de la colonie et en calculant I'indice

de solubilité.

Figure 12: I’aspect de I’halo de solubilisation Figure 13: I’aspect de I’halo de solubilisation
du phosphate sur milieu PVK de I’isolat OC64. Du phosphate sur milieu PVK de I’isolat
OD3:1.




Chapitre 11 Résultats et discussion

Tableau 12: les résultats de calcule de diamétre Tableau 13: les résultats de calcule de
de solubilisation de phosphate. diameétre de solubilisation de phosphate.
ISOLAT ED D;a[)ntla_trtat_de Diamétre de
solubifisation ISOLAT R solubilisation
MD:z 0,16 0,03 OR2: 0,26+0,03°
MD: 0,3 00 OR2: 0,33+0,03¢
+ e
M 0,23 209 OR3; 0,13£0,03¢
MDa4 0,33 +03 »
ODL: 0 OR3s 0,1+00
OD12 0 OR44 0
OD23 0 OR43 0,300,042
OD3: 0,13+03% OR44 0
OD3; 0,20 +05P OR4s 0
h
88;‘2 0.16 203" ORS; 0,13+0,03¢
3 00,2040
3 + d
OD56 0 OR5;2 0,13_0,(:]:?
OD6: 0.36 £03' OR54 0,2+00
OD62 0,63 io3j OR55 0,1610,03h
OD63 0,4 +00 OR64 0
ODG6s 0,16 +03° OR6- 0
OD6e 0 ORG6s 0,1+0¢¢
ORG6g 0,1+0°

NB : ED, Endophytique R, Rhizosphérique

7 4

EMD1
EMD2

EMD3
EMD4

= 0D11
m0D12
m0D23

mO0OD31
uoD32

m0D42
moD53

w 0D56
w 0D61
= 0D62

. 0D63
w0D65

) = 0D66
Diametre de solubilisation

Figure 14: Taux de solubilisation de phosphate des isolats endophytiques
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Nos résultats ont révelé que seulement 12 souches ont la capacité de solubilisé le
phosphate, dont la plus performante est la souche ODG6; avec une valeur maximale de 0,63
+03l. Par contre, les souches OD1;, OD12, OD2;, OD5s, OD6s ne solubilisent pas le
phosphate. (Figure 14)

035 < 0.33
030 =OR21
0,30 - = OR22
0,26 HOR33
/ = OR34

0,25 +
= OR41
0.20 = OR43
020 V7 = OR44
16 = OR45
- = OR51
0,15 - 13 0,13 0,13 HOR52
= OR54

10 0,10 0,10
@i | = ORS5
w OR64
w OR67
0,05 - “ OR68
i = 0R69
0,00
Diametre de solubilisation

Figure 15: Taux de solubilisation de phosphate des isolats rhizosphériques

Les résultats de la capacité des souches rhizosphériques a solubiliser le phosphate sont
présentés dans la figure 15. L analyse statistique des résultats a montré la présence d’un effet
significatif. Les 11 souches testées ont montré des activités maximales de solubilisation entre
0,1+0%et 0,33+0,03 & I’exception de la souche OR22 qui a montré une activité maximale. Par
contre, les souches OR41, OR44, OR4s, OR64, OR67 ne solubilisent pas le phosphate.

|11-2- Fixation d’azote

La fixation de I’azote est évaluée par I’étude de la croissance bactérienne sur un milieu
de culture sur milieu solide exempté d’azote « Burk’s N-free », les résultats obtenus ont
montré que 18 isolats endophytiques et 39 isolats rhizosphériques ont manifesté une

excellente croissance. (Figure 16-17)
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“"BM"1d1J

S
Figure 16: résultat positif de fixation de Figure 17: résultat négatif de fixation
I’azote de 1’isolat OC33. de I’azote de I’isolat MDA4.

Tableau 14: résultat de fixation de ’azote

ED R
Positive 18 39
Négative 33 9
Totale 51 48

40 -
35
30 -
25
20 -

®Endo

m Rhizo
15 -

10

Positive Négative

Figure 18: Taux de fixation d’azote des isolats endophytiques et rhizosphériques.

Nos résultats ont révélé que seulement 39 souches rhizosphériques ont fixé 1’azote, par
contre 18 souches endophytiques ont aussi la capacité de le fixé, donc les isolats
rhizosphériques sont plus performants pour fixé I’azote par rapport aux isolats endophytiques.

E



Chapitre 11 Résultats et discussion

Discussion

Les rhizobactéries sont des bactéries qui présentent 1’aptitude a coloniser les racines de
facon intense, les PGPR désigne les bactéries qui exercent un effet bénéfique sur la croissance

et le développement des plantes par différents moyens (Ahmed et al, 2013).

Dans notre travail un totale de 60 bactéries isolées, parmi ces isolats 32 bactéries
endophytiques et 28 bactéries rhizosphériques. Dont le nombre de colonie exprimé en UFC/g
par rapport aux deux sites successive était de 10x10° UFC/ grc pour le site O et de 40x 10*
UFC/ grc pour le site M. Ces résultats sont similaires aux travaux de Gdoura et al (2018) qui

ont obtenus un nombre de colonie supérieur a 10* UFC/ grc.

Les colonies sont circulaires, élevées a bords réguliers et irréguliers, crémeuses, de
couleur blanchéatre translucide (fig. 3 et 4). Cette caractérisation est en accord avec la
description qui a été établie par (Madigan et al., 2006).

Le diagnostique microscopique effectué a montré que la majorité des isolats ont
présenté des caractéristiqgues morphologiques et physiologique du genre de Bacillus sp telle

que la coloration de Gram positive, présence d’endospore, catalase positive.

Les souches de Bacillus sp isolées sont capable de solubilisés le phosphate; selon
Rodriguez et fraga (1999) qui ont rapporté dans leurs travaux que certaines souches telles
que Bacillus sp solubilisent le phosphate et augmentent la disponibilité du phosphore dans le
sol. D’autres parts, des résultats similaires ont été rapportés par Goldstein (2000), en
confirmant que les Bacillus sp sont trés efficaces dans la solubilisation du phosphate insoluble

a des formes accessible aux plantes.

La croissance bactérienne sur un milieu de culture Burk’s N Free (dépourvu d’azote)

traduit la capacité des bactéries a fixer 1’azote. Ceci a été€ confirmé par plusieurs travaux dont

(Park et al., 2005 ; Aouane et Haman, 2017).
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Conclusion et perspective

L’utilisation des bactéries comme biofertilisant est une stratégie importante et une
solution alternative a 1’utilisation des engrais chimiques couteux et polluants. De nombreuses
bactéries dérivées de la rhizosphére telle que Bacillus sp ont la capacité d’améliorer la
croissance des plantes par plusieurs caractéristiques PGPR. Les Bacillus solubilisant le
phosphate jouent un réle majeur dans la nutrition des plantes en améliorant la disponibilité du
phosphate par la solubilisation des formes insolubles. Aussi 1l a été montré dans plusieurs

travaux que différents Bacillus étaient capables de fixer ’azote atmosphérique.

Dans ce travail, nous avons isolé des bactéries a partir des racines de plantes
sauvages qui poussent dans des zones arides et semi arides. L’identification phénotypique de
ces isolats nous a fait savoir qu'elle appartient au genre Bacillus. La caractérisation de
quelques activités PGPR dans la présente étude nous a permis de confirmer que la plupart
des souches isolées ont un fort potentiel pour solubiliser le phosphate et aussi pour fixer
I’azote. Le screening réalisé a permis de sélectionner la souche OD62 a potentiel remarquable

dans ces deux activités PGPR.

Il serait bien de vérifier si la capacité de promouvoir la croissance des plantes est plus
grande lorsque ces bactéries sont employées seules ou en consortium. De plus il serait
intéressant de poursuivre des études sur ces isolats en réalisant d’autres tests physiologiques et
métaboliques afin de déterminer le meilleur moyen d’utiliser ces souches comme
biofertilisant. Ainsi lorsque la meilleure formulation pour fertiliser les plantes sera
déterminée, il serait bien de vérifier leurs capacités dans différentes conditions de culture
stressante a grande échelle. Une fois ces essais montrent des résultats prometteurs, nous
pouvons exploiter les Bacillus en tant que biofertilisant bénéfiques pour accroitre la

croissance des plantes ce qui réduira les problémes liés a 1’utilisation des engrais chimiques.
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Annex



Annexe 01:

Gélose nutritive (GN) (g/L)

Peptone ..o, 59
Extrait de viande......................... 19
Extraitde levure ........................ 39
NaCl oo 29
Agaragar ........ooiiiiiiiiiiiieas 189
Eaudistillé .............ooooiiiiiiii, 1000 ml

pH =7,240,2

Solution tampon phosphate saline (PBS) (g/L) :

NaCl ..o 89

KCL.ooi 0,29
NaHPOg. ..o, 1,449
KoHPOg o, 0,249

Milieu LuriaBurtani (LB) (g /L) :

Hydrolysat de caséine .................. 109
NaCl ..., 5¢
Extraitde levure ......................... 5¢
Agaragar ........ooeiiiiiiiiii 159
Eaudistillé.................ooeiiinini 1000 mi
PH=7

Eau Peptone (g/L) :

Peptone ........ccoovviiiiiiiiiiii, 20g
NaCl ..o, 59
NaHPOg. ..o 3,59
Eaudistillé ... 1000mi

pH=7,2



Milieu Pikovskaya (PVK) (g /L) :

Extraitdelevure .......................... 05¢g
GIUCOSE....vieeiiiiii i 10g
Caz(POu4)z..eovviiiiiiiii i, 59
(NH2)SOs oo, 059
KCl o 0,29
MnSOy, THO ..o 0,1g
FESOs v 0,29
Agaragar ..., 159
Eaudistille ...l 1000 mi
PH=7.2

Annexe 02:

Milieu Burk’s N-free (g /L) :

Phosphate de potassium................ 04¢g
monobasique

Phosphate dipotassique ................ 059
Sulfate de sodium ....................... 0,05¢
Chlorure de calcium .................... 0,29
Sulfate de magnésium (7H20) ....... 0,1¢
Sulfate de fer (7TH20) .................. 0,005 ¢
MolybD, Ate de sodium ................ 0,003 g
Agar bactériologique ................... 15¢
Eaudistillée ..., 1000 ml

pH=7,020.1



