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Introduction générale

L'agriculture moderne intensive s'est basée depuis des décennies sur l'application de
grandes quantités d'intrants chimiques (pesticides et fertilisants), pour satisfaire I'accroissement
prévisible des besoins alimentaires. En plus des effets néfastes vérifiés de ces produits
chimiques, actuellement ils sont considérés comme les principaux polluants de I'environnement
ayant engendrés la détérioration des propriétés biologiques des sols et I'accumulation de résidus
chimiques dans les produits agricoles récoltables (Ouserir et al, 2018).

C'est pourquoi, la recherche de nouvelles méthodes alternatives respectueuses de
I'environnement est devenue une nécessité.L'utilisation des technologies microbiennes dans
I'agriculture s'étend trés rapidement par l'identification de nouvelle souches bactériennes
efficaces dans lI'amélioration de la croissance des plantes (PGPR;plant Growth Promoting
Rhizobacteria) (Cherif, 2014).

Les PGPR sont définis comme des micro-organismes qui peuvent se développer dans, sur
ou autour des tissu végétaux et stimuler la croissances des plantes par une variété de mécanismes
(Vessey, 2003), direct comme la fixation de lI'azote, la minéralisation des composes organiques,
la solubilisation des nutriments minéraux et la production de phytohormones et des mécanismes
indirects via la production dantibiotiques, Cyanure d'Hydrogéne (HCN), de sidérophores,
d'enzymes lytiques et par la compétition(Rehman et al., 2020). Ainsi I'inoculation des plantes
par ces PGPR s'est développée ces dernieres décennies afin de réduire l'utilisation des produits
agrochimiques, notamment les engrais et les pesticides, mais également pour améliorer la
fertilité des sols,protéger la plante des différents stress biotiques et abiotiques.

Plusieurs espéces bactériennes ont été identifiées comme PGPR ces dernieres années en
raison des nombreuses études sur les différents mécanismes d'action de ces Rhizobactéries et les
progres réalisés en matiere de taxonomie bactérienne. Actuellement, les PGPR incluent des
taxons bactériens trés divers (Ashraf et al, 2008).

Beaucoup de travaux ont été publiés ces dernieres années sur I'application des PGPR pour
améliorer le rendement des récoltes et la santé des plantes. C'est dans cette optique que le présent
travail est dirigé. Nous nous somme proposés a travers cette étude pour une
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sélection de quelques isolats bactériens rhizosphérique pouvant jouer un réle dans
I'amélioration de la santé, la croissance et la qualité des plantes.

Ce présent travail est réalisé comporte trois chapitres :
Chapitre | : Synthese bibliographique sur la rhizosphere et les PGPR
Chapitre 11:Une description de matériels et méthodes utilisés

Chapitre 111 : Présentation des résultats et leurs discussions.

Conclusion



Chapitre 1 Généralités sur la

rhizosphere et PGPR
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1. Larhizospheére

La rhizosphére est le volume du sol influencé par les racines. Ce mot a été introduit en
1904 par Lorenz Hiltnerpour définir la zone du sol sous linfluence des racines des
I[égumineuses.La rhizosphére est en fait un habitat dont les limites sont mal définies, car elle
représente un gradient microbiologique et physico-chimique allant de la racine elle-méme
jusgu'a une distance plus ou moins grande de 1 a 5 mm au-dela de laquelle I'effet rhizosphérique
disparait, la rhizospheére est aussi définie comme étant la zone du sol influencé par les racines,
et les racines elles-mémes (Antoun et Prévost, 2005).La rhizosphére est donc un environnement
particulier ou les flux de matiere et d'énergie entre le sol et la plante sont particulierement
intenses(Cleyet-Marel etHinsinger, 2000).

Endorhizosphere
Rhizoplanc

Ectorhizosphere
Microorganisms

Metal(loid)s

Bulk soil

Rhizosphere soil

Figure 1 : Diagramme d'une racine et structure de la rhizosphere(Seshadriet al.,2015)
2. Activités de la rhizosphére

Les plantes liberent des exsudats racinaire qui sont constitués de substances carboné et
azoté (alcool, sucre, éthyléne, acide aming, etc.)(Mench, 1985). Garce a ces substances des
milieux particuliers ont été créé pour les microorganismes du sol. Leurs densité est plus élevé
dans la rhizosphére que dans le sol distant des racines, il s'agit de I'effet rhizosphérique(Foster
et Rovia,1978)
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3. LesPGPR

les PGPR sontdes microorganismes étroitement associés a la région de la rhizosphére et
présentant undes traits leur permettant d'influencer positivement la croissance et la santé des
plante(Bakthavatchalu et al., 2012 ; Sivasakhi et al., 2014;Alabouvette et Cordier,2018).

Les PGPR jouent également un rdle important dans la lutte contre les infections que
subissent les plantes par les agents phytopathogénes (Beneduzi et al., 2012).Ces bactéries,se
distinguent par leurs capacités a coloniser et a survivre et se multiplier dans la surface racinaire,
et a étre compétitif vis-a-vis des autres microorganismes.Plusieurs mécanismes ont été
identifiés chez les PGPR, ces mécanismes peuvent augmenter la disponibilité des éléments
nutritifs, réguler la production des phytohormones et augmenter la tolérance aux stress
abiotiques et biotique (Glick 2012).

4. La diversité des PGPR

La diversité des PGPR varie largement selon : le type de la plante, du sol et la
disponibilité des nutriments.Les souches
appartenant aux genres Bacillus,
Azotobacter,Azospirillum,Pseudomonas, Acetobacter, BurkholderiaetPaenibacillussont
classées comme PGPR, avec une dominance des Bacillus et des Pseudomonas(Sivasakhi et
al.,2014).

5. Meécanisme d'action des PGPR

Sur la base de leur activités, les PGPRsont classés comme biofertilisants(une fois appliqué
a la surface des plantes ou dans le sol, ils colonisent la rhizosphére et stimulent la croissance
végétal par I'amélioration de l'absorbance ou la disponibilit¢ des nutriments
essentiels),Phytostimulateur(améliore  la  croissance et le  développement  des
plante),Biopesticide ou agent de biocontréle (contréle les agents phytopathogénes par la
production d'antibiotiques et de métabolites antifongique) ( Riaz et al., 2021) (figure 02).
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Figure 02 : Mécanismes phytobénéfiques des PGPR dans la rhizosphere (Anonyme,2016)

5.1. Biofertilisation
5.1.1. Fixation d'azote

L'azote c'est un nutriment important pour la croissance et le développement des plantes
et leur productivité. La pollution environnementale due aux applications d'engrais chimique a
largement diminuée grace a l'utilisation des bioengrais tels les bactéries fixatrice d'azote. Les
microorganismes aassociation symbiotique produisent 80 % de l'azote et le reste provient des
systemes libre ou associées (Graham, 1988). La fixation d'azote non symbiotique a une grande
importance en agronomie (Saxena et tilak, 1998). Les bactéries fixatrice d'azote associé a la
rhizosphére sont de plus en plus utilisée dans les culture non légumineuses comme le mais et
le riz (Dobereiner, 1997 ; Shalin et al,2004).

5.1.2. Solubilisation de phosphate

le phosphate est un élément important apres l'azote, il est disponible en grande quantité
dans le sol sous deux formes différentes organique et inorganiques (Khan et al., 2009). Il a un
role important dans plusieurs processus métaboliques dans les plantes, parmi ces
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fonctions:la photosynthése ; transfert d'énergie ; transduction du signale; biosynthése de
macromolécule et respiration (Khan et al. 2010).La forme insoluble de phosphore ne peut pas
étre utiliséepar la plante. Grace aux bactéries rhizospheériques, la forme insoluble de phosphore
devient soluble et la plante pourra I'absorber ( Rogers et al., 1998 ).Le phosphore partie de ces
éléments que I'on nomme « limitants », c'est-a-dire qu'ils sont nécessaires a la croissance des
plantes terrestres et aquatiques. Sans phosphore ou phosphate, la plante desséche, la floraison
est retardée, la production est moindre. Une plante sans phosphore souffre d'un retard de
croissance et ses feuilles changent de couleur.

Le principal mécanisme de solubilisation du phosphore est la production dacides
Organique, les acides gluconanique et 2-cetoglugangiue on peut citer aussi les acides
glycolique,oxalique, malongiues et succinique.Parmis les especes bénéfique qui favorise la
solublliasation de phosphate :Azotobacterspp.,Bacillusspp.,

Beijerinckiaspp., Burkholderiaspp., Enterobacterspp., Erwiniaspp., Flavobacteriumspp.,
Microbacteriumspp., Pseudomonasspp.,Serratiaspp. etRhizobiumspp. (Bhattacharyya et Jha,
2012).

5.1.3. Production des sidérophores

Le fer est un nutriment vital pour les plantes, il est abondant dans le sol souvent sous une
forme insoluble. Quelques PGPR ont développé un moyen qui leur permettent de capter le fer
insoluble et le convertir en fer soluble. Ces molécules sont appelées sidérophores,ils sont de
faible poids moléculaire, généralement inférieur a 1 KDA, et ilscontiennent des groupements
fonctionnelles capable de capter le fer et le rendre assimilable par les plantes (Kirdi et
Zermane,2010 ). Il sont secrété en réponse a une limitation en fer. Ces molécules réduisent le
Fe3+ en Fe2+ via un mécanisme de synchronisation reliant les membranes bactérienne interne
et externe. Plusieurs études ont rapporté que les sidérophoressont produit par plusieurs
rhizobactéries telles que Klebsiella, Bacillus, Bradyrhizobium, Streptomyces, Serratia et
Rhizobium. Les sidérophores réduisent les microbes pathogenes en créant une compétition pour
le fer dans la région rhizosphérique(Subramanium et Sundaram, 2020).
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Figure 03 : Fonctions biologiques des sidérophores(Khan et al.,,2009)

5.2. phytostimulation
5.2.1. Production des phytohormones

Les phytohormones sont produit par plusieurs rhizobacteries pour stimuler la croissance et le
développement des plantes, on peut citer les auxines, les cytokines, les gibbérellines et I'éthyléne
qui reglent I'élongation, la division cellulaire ,la différenciation tissulaire et la dominance apicale
(Arora, 2013). Les hormones végétales sont des messages chimiquemodulant la capacité de la
plante a réagir a son environnement et également jouent un réle dans la réponse de la plante aux
stress biotique et abiotiques. Plusieurs études ont montré qu'on peut utiliser les hormones en tant
que molécules signal pour la communication entre les bactéries et microorganismes (Spaepen et

al., 2008).

La phytohormone indole acétique acide (AlA) appelé également auxine, est la plus
courante parmi les bactéries associées aux plantes et jouent un réle central dans les interactions
plantes-bacteéries. L'action principale de I'AlA est l'augmentation des racines, en particulier des

poils absorbants et des racines secondaires, ce qui entraine par conséquent une augmentation
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des exsudats racinaires. Plus la surface radiculaire est grande, plus I'absorption des minéraux du
sol est meilleure. Les cytokinines jouent également un réle central dans le développement du
systeme vasculaire, dans I'embryogenése, dans la formation de nodules, et en réponse aux

changements environnementaux. Les gibbérellines sont impliquées dans le

transport des métabolites dans la formation des chloroplastes, la sénescence des feuilles, la

division cellulaire et la morphogenése des tiges (Voccianteetal.,.2022).

5.2.2. Productionde I'éthyléne et d'ACC-désaminase

Certains PGPR sont capables de produire une enzyme, la 1-aminocyclopropane- 1-
carboxylate désaminase (ACC désaminase)(Saleemet al.,2007). Cette enzyme joue un réle bien
connu dans la régulation de I'normone veégétale éthyléne, et dans la croissance et le
développement des plantes, sa présence a été largement signalée chez de nombreuses espéces
microbiennes (bactéries Gram négatives et Gram positives, endophytes et champignons). Elle
est largement étudiée chez Bacillus, Pseudomonas et Rhizobium isolés de la rhizosphére de
différents sols ou de différentes plantes. L'ACC désaminase peut réduire ou prévenir certains

effets nocifs des niveaux éleves d'éthylene.

L'éthyléne jouant un réle important dans la croissance des plantes,l'initiation et I'allongement
des racines, la nodulation, la sénescence, I'abscission et la maturation ainsi que la signalisation

des contraintes(Desbrosseset al.,2009).

L'action de I'ACC désaminase s'effectue par l'inactivation du précurseur de I'éthyléne
ACC, générant de I'ammoniac et de I'alpha-cétobutyrate. Des niveaux élevés d'éthyléne peuvent
inhiber la croissance des plantes et méme les tuer. Sous stress salin ou d'autres stress
environnementaux, l'activité de I'ACC synthase et de I'ACC oxydase augmentent I'éthyléne
synthétisé par la plante. Par conséquent, I'enzyme bactérienne ACC désaminase aide les plantes
a diminuer les effets négatifs du stress en facilitant I'adaptation et la survie(Del Carmen et

al.,2020).
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5.3. Boicontrole
5.3.1. Production d'enzymes lytiques

La sécrétion et la production d'enzymes lytiques sont les principales caractéristiques des
agents de lutte biologique pour prévenir la développement de microbes pathogénes.Le
mécanisme d'action des enzymes lytiques est de perturber la stabilité et I'intégrité des parois
cellulaires des pathogenes cibles,principalement en protégeant les plantes contre plusieurs
champignons pathogénes tels que Sclerotiumrolfsii, Botrytis cinerea, Fusariumoxysporum,
Pythiumultimum,Phytophthorasp., et Rhizoctoniasolani. Les PGPR produisent différents
enzymes lytiques telles que la déshydrogénase, les chitinases, la b-glucanase, protéases,

phosphatases, lipases (Hakim et al.2021).

Les enzymes jouent également un rdle important dans la biofertilisation des sols a travers
la dégradation de la matiére organique. Des enzymes comme les protéases,les lipases, les
amylases, les chitinases, les uréases etc. sont souvent rechercher comme caractéres de choix afin

de sélectionner des PGPR efficaces (Rai et al., 2018).

5.3.2. Compétition

La compétition pour I'espace et les nutriments est un mécanisme indirecte utilisé par les
PGPR pour éliminer les phytopathogeénes dans la rhizosphere et qui sont en concurrence les uns
avec les autres pour la nourriture ou pour I'occupation physique du site, car les microorganismes
pathogénes et non pathogénes partagent les méme sites et les méme élement nutritifs . Ainsi,
pour qu'un agent de lutte biologique puisse survivre dans un tel environnement, il doit produire
des sidérophores qui ont une forte affinité avec le fer, en le rendant moins disponible aux

pathogénes et en inhibant leur croissance dans la rhizosphére (Tabassum et al.,2017).



Chapitre | Généralités sur la rhizosphére

Dans certains cas, la réduction de la maladie peut étre associée a une
colonisationlmportante des racines par les bactéries bénéfiques, ce qui réduit le nombre de sites
habitablespour les micro-organismes pathogenes et par conséquent, leur croissance (Bais et

al,2004).

5.3.3. L'antibiose

L'un des mécanismesles plus étudies et le plus puissant contre les phytopathogénes est la
production d'antibiotiques. La production d'antibiotiques est un moyen extrémement efficace,il
permet auxrhizobactériesd'inhiber le développement des phytopathogenes sur les plantes(lslam
et al., 2016).Ces molécules bioactives sont des métabolites secondaires a faible poids
moléculaire tels que les antibiotiques, le 2,4-diacétylphloroglucinol (DAPG),cyanure
d'hydrogene (HCN) et la phénazine, etc. (Corbaz, 1990 ; Babalola, 2010 ; Shameer et Prasad,
2017).

La production d'antibiotiques permit généralement une meilleure compétition entre les
microbes et améliore ainsi l'efficacité des associations PGPR bénéfiques (Sharmaet al.,
2017).Des études ont rapporté les différents groupes d'antibiotiques dont les phloroglucinols, les

phénazines, la pyolutéorine, les lipopeptides cycliques et la pyrrolnitrine(Ali et al., 2014; 2020).

5.3.4. Induction de la résistance systémique (ISR)

Il est largement admis que de nombreux PGPR sont impliqués dans la stimulation de la
défense des plantes contre les phytopathogenes (virus, bactéries, champignons et insectes). Ce
phénomeéne est désigné par « résistance systémique induite » (ISR). Des bactéries comme
Acinetobacter, Pseudomonas, Staphylococcus, Bacillus, Enterobacter, Pantoea, Burkholderia et
Alcaligenes sont capables d'induire une résistance des plantes vis-a-vis des phytopathogénes
comme Fusariumsolani, F. oxysporum, F. culmorum, Pythiumultimum, Alternariaalternata,

Botrytis cinerea, Phytophthora, etc.(Jordan et al.,2008 ; Romera et al., 2019).Les plantes utilisant
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le PGPR présentent une résistance systémique a une large gamme de phytopathogénes (Naznin

et al.,2013).

L'induction de I'ISR nécessite la voie de signalisation de I'acide jasmonique (JA) suivie
de la voie de signalisation de I'éthylene, Pour de nombreux agents de lutte biologique, la ISR a
été reconnue comme le mécanisme qui expliqgue au moins en partie la suppression de la
maladie(Hamid et al.,2021). Le phénomene de I'ISR peut étre divisé en trois étapes

principales,Ces étapes sont:

- La perception par la plante des molécules bactériennes responsables du phénomene

d'élicitation;

La transmission du signal nécessaire pour la systématisation du phénoméne dans la

plante;

L'expression des mécanismes de défense qui vont limiter et inhiber la pénétration de

pathogene dans les tissus de I'hdte végétal.
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Figure 4 : schéma générale des mécanismes directe et indirecte des PGPR.
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Partie expérimentale Matériel et Méthodes

Ce travail a été réalisé au niveau du Laboratoire de Maitrise des Energies Renouvelables
(Equipe Biomasse et Environnement). Les expériences ont été menées durant une période de
3 mois (Avril-juin 2022). Notre objectif était de sélectionner des isolats bactériens
rhizosphériques présentant des traits des PGPR.

1. Prélevement

Plusieurs préléevements du sol rhizosphérique (Tomate, Chou-fleur, Epinard et Poivron)
ont été réalisés en mois d’Avril 2022 a Bejaia dans la région de Merdjouaman (36°41'04.5"N
4°57'12.3"E). Les échantillons prélevés ont été par la suite placés dans des flacons stériles et

transporter directement au laboratoire pour isolement (Tableau I).
Tableau I : Prélevement du sol rhizosphérique

Echantillons Photos des échantillons

Tomate cultivée sous serre

Poivron cultivé sous serre

Epinards

Chou-fleur
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Figure 5 : Localisation géographique de la zone de prélévement

2. Isolement des bactéries

1g de sol rhizosphérique est prélevé de chaque échantillons du sol puis dissous dans 9 ml
d'eau physiologique, apres agitation pendant 5 min, des séries des dilutions sont préparées (10
4 10®). Un volume de 1ml de chaque dilution est encemensé sur milieu PCA (Annexe I).Les
boites sont par la suite incubées a 30°C pendant 48 h . Enfin des repiquages successifs de toutes

les colonies apparues sont effectués jusqu'a I'obtention de colonies pures (figure 6).
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Figure 6 : Etapes d’isolement & partir des échantillons de sol méthode des suspension
dilution des bacteéries isolées.

3. Recherche des propriéetés d'intérét d'agricole

3.1.1. Activités Enzymatiques

Plusieurs enzymes sont recherchées pour leurs réles dans la fertilisation de sol ou
dans le contrdle biologique des maladies des plantes. Cette recherche est effectuée par la
méthode des cylindres d'agar. Pour toute les activités, un spot de 10 UL de chaque isolat
(agé de 24h) est déposé a la surface du milieu convenable puis incubé a 30°C.

3.1.2. Activité cellulasique

L activité cellulasique est recherchée sur milieu de Carder (1986) contenant en g /L :

NazHPO4 (6) ; KH2PO4 (3) ; NaCl (0,5) ; NH4CI (1) ; Extrait de levure (3) ; CarboxyMethyl
Cellulose(CMC) (5) ; Agar (15). Les boites ensemencées sont incubées pendant 7 jours. A la

fin de I’incubation, une solution aqueuse de rouge de Congo (1%) est ajoutée a la surface des
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colonies (Nermeen et al.,2010). Aprés 20 min, la surface est inondée par une solution de NaCl

a 1M puis conservée une nuit (Jaradat et al., 2008). L’activité cellulasique se manifeste par

I’apparition d’un halo clair autour des cylindres.

Culture
Jeune

Rouge de Congo(1%)

milieu de culture

5

CMC

Solution de NACL

S

@ une nuit
—_—

Apparition d’un halo claire

¢
<

v

Figure 7 : Recherche de I'activité cellulasique des bactéries.

3.1.3. Activité esterasique

Ces activités sont recherchées sur le milieu de culture décrit par Sierra (1957) qui contient en
g/l : peptone (10) ; NaCl (5) ; CaCl 2H20 (0.1) ; Agar (18), le Tween 80 (1%, v/v). Le pH est
ajusté a 7,4 (Carrim et al, 2006). Apres ensemencement, les boites sont incubées pendant 48h.

La présence d’une activité est traduite par 1’apparition d’une zone opaque autour des colonies.

3.1.4. Activité lipasique

La recherche del'activité lipolytique est réalisée de la méme maniére que l'activité

esterasique, cependant le tween 80 est remplacé par le tween 20 (figure 8).

4 1
SES

Estérase
Milieu de culture + Tween 80%

30°c84h

Apparition d’un halo claire

5
/

@@
(LgLy

Lipase

Milieu de culture + Tween 20%

Estérase+ /Lipase+

Figure 8 : Recherche des activités estérasique et lipasique.
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3.1.5. Activité chitinasique
Le milieu de culture suivant est utilisé, il est composé en g/l de : la chitine colloidale :
(0.6 — 0.8) ; KoHPO4 (2.7) ; KH2PO4 (0,3) ; MgSO47H20 (0.7) ; Nacl (0.5) ; KCI (0.5) ;
Extrait de levure (0.13) ; Agar (15). L’incubation dure 7 jours au minimum a 30°C. La présence
de chitinase est révéleé par 1’apparition d’un halo clair autour des colonies bactériennes
(Kopecny et al.,1996) (figure 9).

3.1.6. Activité proteasique
L’activité protéasique est réalisée sur un milieu de culture contenant en g/l : caséine
pancréatique (5) ; extrait de levures (2,5) ; glucose (1), agar (15). Le milieu est ajusté a pH
7. Parallelement, 100 ml d’une solution de lait écrémé a 10% autoclavée (120°C/10 min) est
préparee et ajoutée au milieu. Ce dernier est ensuite ensemencé par la méthode des disques. Les
bactéries ayant une activité protéasique montrent aprés 48h d“incubation, un halo transparent
autour des disques (Bach et Munch, 2000)(figure 9).

3.1.7. Activité phosphatasique

Le milieu de culture est compose en g/l : extrait de levure (0,5) ; glucose (10) ; MgSOQOa.
7H20 (0.1) ; Agar (1,5) ;(NH4)2SO04 (0,5) ; Cas(POa)2 (5) ; Nacl (0,2) ; Kcl (0,2) ;
MnS0..2H20 (0,002) et FeSO4.7H,O (0,002), L’activité phosphatasique est révélée par

I’apparition d’un un halo transparent autour des colonies (figure 10).

Chitinase
78 o ~3 <
o S — | . _
== 30°/7j e
—_—
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-J -
| e
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Milieu de culture +Phosphate tricalcique | L
=
A \

.
— .
30°c/48h S
e S
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Milieu de culture + lait écrémé

Figure9 : Recherche des activités chitinasique, phosphatasique, protéasique des isolats.
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3.1.8. Activité amylasique

Le test d'activité amylasique est réalisé sur gelose a base d'amidon, Le milieu contient
eng/1:KNO3:(0,5), K2HPO4 (1,0), MgSO4 (0,2), CaCI2 (0,1), FeCI3 ( 0,001),
amidon soluble (10 ) , agar ( 15), le pH est ajusté a 7. Le milieu est ensemencé puis incubé
pendant 48ha 72 h ,Aprés incubation, une solution de lugol préalablement préparée est versée
sur la surface du milieu, quelques minutes apres, lI'excés est éliminé et les boites sont rincees a
I'eau distillée. L'apparition d'une zone claire autour des disques traduit la présence d'une activité

amylasique (Vinoth et al., 2009 ).

Solutionde lugol

St

—

—
= o s o .
s 8- S 8
" 30°/2a3j i
— >
Milieu de culture
4
Amidon soluble

Figure 10 : Recherche de I’activité amylasique

3.2. Production de I’auxine (AlA) (Bric et al,1991)

La production d"AlA (auxines) par les bactéries sélectionnées est déterminée selon la
méthode de Bric et al (1991). Les bactéries sont ensemencées sur milieu LauriaBertani (LB)
supplémenté de 0,5% de glucose et de 0,5mg/ml de tryptophane. Ce dernier est préalablement
filtré a travers une membrane millipore (0.22 um) et ajouté au milieu aprés autoclavage.
Apres une incubation a 28°C/72 h sous agitation, les cultures sont centrifugées a 1000
tr/min/15min. Apres centrifugation, 1ml du filtrat est récupéré et additionné de 2 ml du réactif
de Salkowsky (150 ml H2SO4 98% + 250 ml H20+ 7,5 ml FeCls 0,5M). Le mélange est ensuite
incubé a I’obscurité pendant 20min. Le développement d’une couleur rose est I’indicateur de la
production d’AIA. L’absorbance de la coloration rose apparue est mesurée par
spectrophotomeétre a 530 nm. Les valeurs d’AIA produit par chaque souche sont calculées par
extrapolation sur une courbe standard préparée de la méme facon avec de I'AlA pure (Sigma-
Aldrich ®) (annexe II) (figure 11).
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Incubation Centrifugation
30°c/47 sous agitatition 1000 tr/min/15min

Il I B

LB+ Try+Glu Inoculum jeune

I . ,
Incubation 20min +

1ml du surnageant +2ml du réactif Salkowski

Absorbonce de la couleur rose (530nm)

Figure 11 : Recherche de la production de I’AIA

3.3. Mise en évidence I'activité antifongique

Deux espéces de champignons phytopathogénes sont testées, il s’agit d’Aspergillus niger
et de Penicillium sp. (Souches provenant de Laboratoire de Maitrise des Energies
Renouvelables, université de Bejaia). Les champignons sont repiqués sur milieu PDA : Potato

Dextrose Agar (Annexe 1), dans le but d’obtenir des cultures jeunes.

Dans le but de vérifier le potentiel antagoniste des isolats obtenus, un disque de
champignons (5 mm de diametre) est déposé au préalable au centre d'une boite de pétri
contenant le milieu PDA, ensuite 4 spot d'une culture jeune de chaque isloat sont déposé chacun
a une distance de2,5 cm du champignon. Des boites de pétri ne contenant que le champignon
cible sont préparées en parallele pour servir de témoin. Toutes les boites sont incubées a 25 +
2°C/5-7J.

L'effet antifongique, il est évalué par la détermination du pourcentage d'inhibition de la

croissance ( PG1 % ) selon la formule décrite par saddiki ( 1999 ).

PGI% = KR-R1/KRx 100
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KR : Distance en mm entre le point du dép6t du champignon et la marge de la colonie contenue

dans le témoin.

R 1 : Distance en mm entre le point de dép6t du champignon et la marge de la colonie

contenue dans la boite de pétri traitée

3.4. Mise en evidence de la production de certains metabolites antifongiques
3.4.1. Production d'ammoniac (NH3)

Ce test est réalisé selon la méthode de Capuccino et Sherman (1992). Il consiste a
inoculer 100l de la suspension bactérienne dans Sml d’eau peptonée. Aprés incubation a 30°C
/96 h, 250ul du réactif de Nessler sont ajoutés dans chaque tube d’eau peptonée. Le

développement d’une couleur jaune ou orange indique la production de NH3 (figure 12).

Réactif de Nessler 0.25ml

_—
U taton 0
' Incubation 30°c/72h i :

Culture jeune E. peptonnée

Figurel2 : Recherche de la production d’ammoniac
3.4.2. Production ’HCN r

La production d’HCN (Cynure d’hydrogene) est recherchée selon la méthode de Lorck
(1948) sur gelose nutritive (GN) (Annexe 1) additionnée de glycine (4,4g/l). La culture
bactérienne est ensemencée par stries sur boites de Pétri. Un disque de papier Whatman

imprégné d’une solution de picrate de sodium (5% d’acide picrique et de 2% de carbonate de
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sodium anhydre) est déposé au fond du couvercle de la boite. Cette derniére est scellée avec

du parafilm et incubée a 30°C/96 h. Le résultat positif se traduit par le virage de la couleur du

papier Whatman du jaune vers une couleur orange a marron indiquant la production d’HCN

(figurel3).

Papier Whatman imprégné d’une

Solution de picrate de sodium

-
&

Culture bactérienne jeune

sur milieu GN + glycine

l Icubation 30°¢/96h

+ -

Figure 13: production de Cyanure d’hdrogéne (HCN).
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Résultat et discussion

1. Isolement de rhizobactéries

Dans ce travail, 4 échantillons de sol rhizosphérique (tomate, épinards, poivron, chou- fleur)
ont été prélevé de la région MarjOuamane de la commun Amizour, dans le but d’isolé des

rhizobactéries.

A partir des échantillons préleveés, 32 isolats bactériens ont été obtenus, 10 isolats a partir
du sol rhizosphérique de chou-fleur, 9 du sol rhizosphérique des épinards,8 ; 5 isolats obtenus

a partir du terreau de tomate et de poivron respectivement.

2. Recherche des propriétés d’intérét agricole

2.1. Activité Enzymatiques

Les 32 isolats sélectionnés sont testés pour la production de plusieurs enzymes d’intérét
agricole; protéase ; cellulase ; phosphatase ; uréase ; lipase ; estérase et amylase. Les résultats
obtenus sont regroupés dans le tableau II, La figure 14, montre 1’aspect des résultats des

activités enzymatique positives.

Figure 14 : Résultats des activités enzymatiques recherchées.

A: chitinase, B: Cellulase, C: Estérase, D: Protéase, E: Phosphatase,F: Amylase, G: lipase
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Tableau 11 : Résultat des tests des activités enzymatiques

Isolats Proteas Esteras  Cellula  Amylas Lipas Chitina  Phosphat
e e se e e se es

CH1 + i + - - - -
CHZ +++ ++ + +++ ++ ++ -
CH3 +++ +++ + +++ ++ + +
CH4 +++ ++ + ++ ++ + +
CHb +++ - ++ - + + -
CHob +++ + ++ ++ - - -
CH/ +++ ++ + +++ + - -
CHY - ++ + - - - ++
CH11 +++ ++ + +++ ++ - +
CH12 e+ - + +r - ) -
PO1 +++ +++ + ++ +++ +++ -
POZ ++ + ++ ++ - + -
HOK] +++ + - +++ +++ + -
PO4 ++ - + - - - -
Ok} - +++ + + ++ ++ -
POb +++ +++ - +++ + +++ +
101 = ++ BE = +++ - -
102 - + + - - - -
103 + + + + ++ - +
104 + - + + - - +
105 - - +++ - ++ +++ -
106 - - + + - - +
10/ +++ + + +++ + + -
108 ++ - + +++ - - -
EP1 +++ - + + - - -
EP2 +++ +++ ++ +++ +++ +-+ -
EP3 = +++ + - - - -
EP4 + - ++ - - - +
EPH +++ + ++ + - + -
EP6 +++ +++ ++ +++ +++ ++ -
EP/ ++ + + - - + +
EPS +++ - - ++ - - -
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D’apres ces résultats, les 32 isolats produisent au moins deux enzymes parmi ceux testés
durant cette étude. 25/32 isolats produisent des protéases, 22/32 produisent des estérases, 29/32
produisent des cellulases, 22/32 produisent des amylases, 16/32 produisent des lipases, 15/32
produisent des chitinase et 10/32 produisent des phosphatases.

Les enzymes d’origine microbienne sont utilisés en biotechnologie (agroalimentaire,
détergent, textile, pharmacie, médecine, biologie moléculaire, etc)(Carrim et al , 2006). En
agriculture I’intérét suscité par ces microorganismes se base sur la possibilité de leur application
comme bio-fertilisants et agents de biocontrdle. Les enzymes participent dans la fertilisation

des sols par la dégradation des polymeres organiques.

D’aprés Di-Francesco et al. (2015), la capacité des bactéries a produire des enzymes
hydrolytiques joue un role important dans 1’activité antagoniste et 1’amélioration de la

biodisponibilité des nutriments pour la plante.

2.1.1. Activités cellulasiques et amylasique

Les résultats obtenus montrent que I’activité cellulasique est observée chez 90.62% et
I’activité amylasique est détectée chez un nombre important de nos isolats (22/32). (Tableau
I1). Les cellulases [1,4-(1,3 ; 1,4)-B-D —Glucanohydrolase] sont des enzymes extracellulaires
qui peuvent briser les liaisons B-(1,4) des polysaccharides de la cellulose en glucose (korish,
2003). Plusieurs bactéries rhizosphériques du genre Pseudomonas et Bacillus ont la capacité de
produire 1’enzyme cellulases (Mitchell et Alexander, 1963 ; Reetha et al, 2014). Ces enzymes

jouent un réle majeur dans la dégradation des parois cellulaires fongiques (Reetha et al, 2014).

2.1.2. Activités estérasique et lipasique

La production de lipase est rapportée chez les plantes, les animaux et les
microorganismes. Les lipases de ces derniers sont produites par des bactéries du genre :
Achromobacter,Alcaligenes,Arthrobacter,Bacillus, Burkholderia, ~Chromobacterium et
Pseudomonas(Gupta et al., 2004), par certaines levures: Condida(Grochulski et al., 1993
:Grochulski et al., 1994) ainsi que chez les champignons : Thermomyces, Penicilliumet
Rhizopus(Derewenda et al., 1994). Les estérases sont des enzymes ubiquitaires qui ont été
retrouvées autant chez des Eucaryotes et les Eubactéries, que chez des Archaeobactéries. La
production de cette enzyme est vérifiée chez Bacillus spp., Pseudomonas spp., Arthrobact ter
spp., Aspergillus spp. (Ramnath et al, 2016). La synthese des lipases et des estérases par les

bactéries testées contribue a la dégradation de la matiere grasse et par
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Conséquent, ces bactéries pourraient participer au recyclage de la matiére organiqueen

fournissant les éléments nécessaires aux plantes.

2.1.3. Activités protéasique

78 .12% des isolats obtenus produisent des protéases. La protéase est une enzyme qui
dégrade les peptides en acides aminés de sorte qu’ils seront ensuite facilement utilisés par les
microorganismes antagonistes (Yandri et al, 2008).Selon O’sullivan et al. (1991), la présence
de la protéase chez les microorganismes rhizosphériques contribue a 1’amélioration de leur

pouvoir de colonisation ainsi qu’a leur pouvoir antagoniste contre les agents pathogenes (Kaur

et al, 1989).

Les protéases peuvent étre produites par les bactéries, les moisissures et les levures. Les
protéases d’origine bactériennes sont essentiellement la subtilase, produites par Bacillus subtilis
et quelques genres apparentés (Boudehane et Mezioud, 2017), et de Pseudomonasfluorescenset
P. putida (Dendouga, 2006). Pour les moisissures, il s’agit essentiellement de Aspergillus
oryzae (Garcia-Gomez et al ., 2009) et de certaines levures Aureobasidium pullulans (Chi et al.,
2007).

2.1.4. Activité chitinasique

Les chitinases ont été décrite comme des enzymes ayant des capasité de dégrader la
chitine, Les microorganisme qui la produisent jouent un réle majeur dans la lutte contre les
champignons phytopathogenes dont leur paroi cellulaire contient de la chitine (Ayantola et al,
2020).Dans cette etude, 15 isolats ont produit la chitinase, les autres semblent avoir d’autre

mécanisme pour contrdler la croissance des champignons.

3. Production d’AIA

La production de I’AIA chez les isolats est révélée par I’utilisation du réactif Salkowsky.
La présence de 1’indole dans le milieu de culture est se traduit par 1’apparition d’une couleur

rose. L’intensité de la coloration, dépend du taux d’ATA produits.

Les concentrations d’ AIA produites par les isolats sont calculées en se référant a une courbe

d’étalonnage (annexe Il). Les résultats obtenus sont présentés dans le graphe ci- dessous.
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Figure 15 : Production d"AlA par les isolats

La réaction positive indique I’aptitude de 1’isolat a Métaboliser le L — tryptophane en
AlA. D’aprés ce graphe on constate que 31/32 isolats sont producteurs d’AIA a des
concentrations variables. Uniquement un seul isolat, s’est avéré non producteur de 1I’AIA, il
s’agit de I’isolat EP1. La concentration la plus élevé est obtenue avec I’isolat PO5 avec une

valeur de 25ug/ml et la plus faible est enregistrée chez I’isolat EP6 avec une valeur de 3 ug/ml.

Les hormones végétales ou phytohormones telles que : les auxines, gibbérellines et
cytokinines régissent la croissance des plantes par le contrdle spatial et temporel de la division,
de la croissance et de la différenciation des cellules. Les phytohormones jouent également un
réle essentiel dans les réponses aux stress biotiques et abiotiques (Peleg et Blumwald , 2011).
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L’acide indole-3-acétique (AlA) fait partie du groupe des phytohormones, généralement
considéré comme I’ Auxine natif le plus important (AshrafulZaman et al, 2009). Les plantes qui
produisent des Exsudats racinaires riches en tryptophane sont plus susceptibles d’étre en
interaction avec les bactéries productrices d’AIA que celles qui n’excrétent pas ce précurseur

d’acide aminé (Kamilova et al., 2008).

La production de cette hormone est influencée par les conditions de culture, le stade de
croissance et par la disponibilité du substrat dans le milieu. Les bactéries productrices d’AIA
stimulent la germination des graines, la division, I’élargissement des cellules et des tissus,

I’expansion des feuilles et jouent un role majeur dans 1’élongation racinaire (Egamberdiev 2008

; Maleki et al., 2010; Martinez -Viveros et al., 2010 ).
4. Mise en évidence de Pactivité antifongique des isolats

Les 32 isolats sont testés pour leur activit¢ antagoniste a 1’égard de 2 souches fongiques.
L’inhibition de la croissance mycélienne qui se traduit par ’apparition d’une zone d’inhibition

indique un résultat positif (figure 16).

A. niger

Penicillium sp.

Figure 16 : Inhibition exercée par I’isolat TO8 isolat sur A. niger et Penicillium sp.
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Résultat et discussion

La mesure des diamétres des zones d’inhibition a permis de calculer les PGI (pourcentage
d’inhibition de la croissance mycélienne). Les résultats de I’activité antifongique des isolats

contre Aspergillus niger et Penicilliumsp. Sont présentés dans le graph suivant.
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Figure 17 : Pourcentage d'inhibition de la croissance des champignons phytopathogénes par
les isolats testé

Les résultats obtenus indiquent que 3/32 des isolats ont montré des zones d’inhibition

dont le diametre de ces derniers differe selon I’isolat testé et le champignon cible.

Le faible % d’inhibition a 1'égard d’Aspergillus niger est obtenu avec 1’isolat TO2 avec
un pourcentage de 54,44 % tandis que la valeur la plus importante est obtenue avec la
soucheTO8 Avec un pourcentage de 84,44%. Dans le cas de Penicilliumsp. I’isolat TOS est le

seul qui a présenté une activité antifongique avec une valeur de 79,44 %.

Cette variation de taux d’inhibition des champignons tests par 1’action des isolats
antagonistes pourrait étre liée a la composition des métabolites secondaire sécrétés et quivarient
selon la souche productrice, comme elle pourrait étre liée aux conditions de productiondes

métabolites fongiques.
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Résultat et discussion

Plusieurs mécanismes ont été proposés pour expliquer I’inhibition des champignons
phytopathogénes par les bactéries y compris la production d’antibiotiques, la sécrétion
d’enzymes hydrolytiques, la compétition pour les nutriments ou lacombinaison de ces
mécanismes (Marschner et Timonen, 2006 ; Jamali et al, 2009 ; Calvo et al, 2010). Alabouvette
et al. (1993) ont demontré que ’efficacité d’un agent de contréle biologique n’était pas due a

un seul mécanisme mais une combinaison de différents modes d’action.

Les genres Pseudomonas et Bacillus sont largement connus pour leur activité
antagoniste a 1’égard des bactéries et des champignons phytopathogenes. Chaves et Lopez et
al.(2015 ) ont rapporté que les espaces bacillus subtilis , /’amyloliquefaciens et bacillus cireus
sont les meilleurs producteurs de substances volatiles antifongiques.Les isolats étudiés dans ce
travail proviennent de la zone rhizosphérique, et les rhizobactéries sont connu pour leur
potentiel antifongique. En plus de leur aptitude a lutter contre les champignons
phytopathogénes, ces isolats produisent des phytohormones et plusieurs enzymes lytiques qui
sont d’intérét agricole remarquable a cause de leur implication dans la fertilisation des sols et

la stimulation de la croissance des plantes.

5. Recherche de métabolites a activité antifongique

Deux métabolites antifongiques (NHz et HCN) ont été recherchés afin de Vérifier

leur implication dans I’activité antagoniste des isolats bactériens contre les champign

phytopathogenes.Les résultats des tests de la production de NHsz et de I’HCN sont présentésdans
le tableau et les figure suivantes.
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Résultat et discussion

Les genres Pseudomonas et Bacillus sont largement connus pour leur activité
antagoniste a 1’égard des bactéries et des champignons phytopathogénes. Chaves et Lopez
et al.(2015) ont rapporté que les espaces bacillus subtilis , /’amyloliquefaciens et bacillus
cireus sont les meilleurs producteurs de substances volatiles antifongiques.Les isolats
étudiés dans cetravail proviennent de la zone rhizosphérique, et les rhizobactéries sont
connu pour leur potentiel antifongique. En plus de leur aptitude a lutter contre les
champignons phytopathogenes, ces isolats produisent des phytohormones et plusieurs
enzymes lytiques qui sont d’intérét agricole remarquable a cause de leur implication dans

la fertilisation des sols et la stimulation de la croissance des plantes.

Tableau 111 : Résultats des tests de production d’HCN et de NHs,

Isolats NH3 HCN
- + =

+ -
+ +
+ -
+ +
+ -
+ .
+ -
+ .
+ -
+ -
+ -
+ -
+ +
+ i,
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+ + + + + + + + + + +

CH9 CH12 TO4 Témois

Figure 18 : Résultats du test de production d’HCN

L’HCN est un métabolite antifongique impliqué dans la lutte contre les
phytopathogeénes, la production de HCN se manifeste par le virage de couleur de papier
wattman de jaune vers le marron. C isolats parmi les 32 (CH9,CH12,TO4), ont produit
I’HCN.

Les Rhizobactéries sont connues par la capacité de produire des métabolites
bénefiquespour la croissance et la santé des plantes. L’HCN est classé parmi les
métabolite impliquer dans la protection des cultures (kachkap et al., 2015) . La production
d’HCN est une activité trés commune chez les espéces des genres Pseudomonas (88,89%)
et Bacillus (50%) dans le sol rhizosphérique (sebhi ,2016). Le HCN produits par les
PGPR assure un role bénéfique pour la plante par son effet antagoniste contre les
maladies des racines (Defago et Haas,1990). D’autres travaux, ont rapporté un autre
role de ’HCN dans 1'augmentation de la disponibilité des nutriments dans le sol, par
séquestration des minéraux comme le phosphate (Rijavec et Lapanje, 2016) (figure 19).

30



Résultat et discussion

Figure 19 : Résultats du test de production de NH3

L'ammoniac est I'agent inhibiteur de certains phytopathogénes. Il est produit comme un
intermédiaire du catabolisme des acides aminés des exsudats racinaires assimilés par les
bactéries du sol (Cherif, 2014). C’est une molécule clé utilisée dans la signalisation lors
de I’interaction entre les plantes et les Rhizobactéries (Becker et al, 2002). 29/32 de nos
isolats ont produit I’ammoniaque, la production de I’ammoniaque par les
microorganismes de la rhizosphére est souvent recherchée comme un parameétre pour la

sélection des bactériespromotrices de la croissance des plantes (Srivastava et al., 2014).
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Conclusion

Conclusion

Le sol est un environnement complexe, contient une grande diversité de micro-
organismes bénéfiques que pathogénes. Ces micro-organismes sont principalement des
bactéries qui sont capables de coloniser efficacement les systémes racinaires et influencer de
maniére bénéfique la plante en stimulant sa croissance et/ou en la protégeant contre les agents

phytopathogénes Ces bactéries sont connues sous le nom PGPR.

Dans cette étude, 32 isolats bactériens ont été isolés et purifiés. La recherche des
caracteres PGP chez ces isolats nous a permis de vérifier la possibilité de sélectionner

quelques PGPR potentiels.

L’analyse de nos résultats nous a permis de vérifier la diversité microbienne en termes
d’espéce et de caractéristiques fonctionnelle. Les résultats obtenus varient en fonction de
I’isolat testé. Certains de nos isolats ont quelques criteres PGPR, d’autres ont présenté
plusieurs. Ces derniers peuvent certainement, fertiliser le sol et améliorer la croissance des
plantes, soit par leurs activités enzymatiques (lipase, estérase, protéase, phosphatase,
cellulase, amylase, chitinase) ou par la production de phytohormones ou encore par leur

potentiel antagoniste.

Tous ces résultats laissent suggérer |"utilisation de ces isolats actifs comme bio-

fertilisants, agents de biocontrdle et stimulateurs de la croissance des plantes

Au terme de ce travail, et pour une meilleur exploitation de ces isolats il serait

intéressantde :

- Réaliser des tests in vivo sur plants pour vérifier I’efficacité des isolats ;

- Réaliser des tests d’antagonisme in vitro sur d"autres microorganismes phytopathogénes
et

in vivo pour confirmer ces activites ;

- Extraire, identifier et déterminer le mode d"action des molécules impliquées dans la

luttebiologique et la stimulation de la croissance des plantes ;

- Identifier les isolats.
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Annexe



Annexe |. Composition des milieux de culture utilisés(pour un litre de milieu)

» Gélose nutritive (GN)

Composition Quantité (g)
Peptone 5
Extrait de viande 1
Extrait de levure 2
NaCl 5
Agar 7.5
pH 7.240.2
» Bouillon Nutritif
Composition Quantité (g)
Peptone 10
Extrait de viande 5
Chlorure de sodium 5
pH 7.240.2
> Gélose de Dénombrement (PCA)
Compositions Quantité (g)
Glucose 1
Tryptone 5
Extrait de levure 2.5
Agar 12
pH 7.00.2
» Eau peptonée
Composition Quantité (g)
Peptone de caséine 1
Extrait de levure 5
NacCl 5
Tween 1Iml



» Luria Bertani (LB)

Composition Quantité (g)
NacCl 4
Tryptone 10
Extrait de levure 5
Agar 8
pH 7.310.2
» Potato Dextrose Agar (PDA) :
Compositions Quantité (g)
Pomme de terre 200
Glucose 20
Agar 15
pH 5.440.2
Annexe Il : Courbe détalonnage de I'AlA
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Résumé

L’objectif de ce travail est de sélectionner des rhizobactéris qui préesente des
caractéristique fonctionnelles de PGPR. 32 isolats bactériens obtenus a partir des sols
rhizosphériques prélevés a Bejaia (Merdjouamane) ont été testé pour leur capacité a
produir des enzymes d’intérét agricole (estérase, lipase, protéase, cellulase, amylase,
phosphatase et chitinase) etles phytohormones (AlA). Les isolats sont également testés
pour leur activités antagoniste a I’égard de A. niger et Penicilliumsp. ainsi que la synthese
de deux métabolites antifongique (HCN et NHa). Les résultas ont montrés que la plus part
des isolats produisent au moins deux enzymes et que 31/32 des isolats produis I’AIA avec
des concentrations variables. A 1’égard des champignons, uniqguement deux isolats se sont
avéres actifs avec des PGI% important. 29/32 des isolats ont produit I’ammoniaque alors

que seulement 3/32 ont produit I’HCN.

Mots cle : PGPR ; enzymes hydrolytiques ; champignons phytopathogénes
; Métabolitesantifongiques ; AIA

Abstract

This work aims to select rhizobacteria which present functional characteristics of PGPR.
32 bacterial isolates were obtained from rhizospheric soils sampled in Bejaia
(Merdjouamane) were tested for their ability to produce agricultural enzymes (esterase,
lipase, protease, cellulase, amylase, phosphatase and chitinase) and phytohormones
(IAA). The isolates were also tested for their antagonistic activities against A. niger and
Penicillium sp. as well as the production of two antifungal metabolites (HCN and NHz).
The results showed that majority of isolates producedat least two enzymes and 31/32 of
isolates produced IAA with varying concentrations. Concerning antifungal activities,
only two isolates were found to be active with significant PG1%. 29/32 of the isolates

produced ammonia while only 3/32 produced HCN.

Key words : PGPR ; hydrolytic enzyms ;phytopathogenic fungi ; Antifungal metabolites,
I1AA,



