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Introduction



Introduction

La forte croissance démographique des derniéres annees a entrainé une forte pression sur
les ressources en terre cultivable. L’augmentation de la population a entrainé méme une
augmentation de la demande en produit végétaux utile a I’Homme et I’animal. Cette forte
pression sur le couvert végétale influence la capacité des sols a produire de la biomasse

nécessaire aux besoins d’une population de plus en plus nombreuse (Sédogo, 1981).

Pour subvenir a ces besoins, en augmentation permanente, la recherche des moyens
nécessaires s’avere indispensable. L’utilisation des engrais chimiques pour améliorer le
rendement est devenu I’assise de la croissance démographique dans le monde, toute fois
I’utilisation excessive et irrationnelle des engrais chimiques a engendré des problemes
environnementaux sévéres et des menaces a I’état sanitaire des végétaux et des animaux
(Karhagomba, 2013).

Alors On recherche une meilleure solution pour ce probléeme sans faire de dégats
environnementaux., I’intérét a été porté sur un genre bactérien appelé rhizobium, qui peut entrer
en symbiose avec les légumineuses et fixer 1’azote biologiquement. Cette association peut étre

utilisée comme une solution alternative a I’utilisation des engrais chimiques.

Une importance considérable doit donc étre attribuée au développement des possibilités
offertes par cette association symbiotique fixatrice d’azote, dans les zones arides et semi arides,
comme c’est le cas des pays du bassin méditerranéen et donc 1’Algeérie. Cette discipline est

devenue trés sollicitée vue la détérioration rapide de notre environnement.

Dans ce mémoire, on s’est intéress€¢ aux activités enzymatiques qui pourraient étre
présentent chez les rhizobiums et qui pourraient améliorer les rendements et la qualité des
cultures en diminuant ainsi ’utilisation des engrais chimiques et en réduisant la pollution des
sols et des eaux. Puis dans une autre partie on s’est intéressé aux étapes de processus de
production d’inoculant a partir des souches de Rhizobium bien sélectionné selon des criteres bien

specifiques.
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Chapitre | Généralités sur les legumineuses

I.1.Les légumineuse

Les légumineuses constituant une des familles les plus abondantes et diversifiées des
plantes supérieures avec plus de 650 genres et 18000 espéces (Sebihi, 2008). Cette famille
comprend des espéces des formes herbacées se rencontrent surtout dans les régions tempérées et
les formes arborescentes dans les régions chaudes (Michel et al., 2005). Elle présente des
nodules sur leurs racines et sur les tiges dans lesquels se trouvent les bactéries, fixant I'azote
atmosphérique (Murielle et Daniel, 2004).

Les légumineuses présentent une importance économique majeure, de nombreuses
espéces constituent des ressources en fourrage telle que la Luzerne (Medicago sativa), 1I’aliment
Soja (Glycine max L.), Haricot (Phaseolus sp.), Arachides (Arachis hypogaea L.) et Horticoles

(Mimosas) ou présentent des propriétés médicinales (Sebihi, 2008).

Les Iégumineuses jouent un role clé en introduisant de I'azote. La culture des légumineuses ne
nécessite pas l'apport d'engrais azotés, elle permet de réduire les apports azotés sur la culture
suivante de la rotation. Les Romains avaient déja observé ce role bénéfique des Iégumineuses et
les civilisations précolombiennes avaient généralisé la culture en association d'une légumineuse
par exemple le Haricot (Phaseolus sp) avec une céréale comme le BIlé (Triticum durum)
(Anonyme, 2000).

Les légumineuses jouent également un role important dans le maintien de la fertilité des
sols agricoles, elles sont utilisées en rotation ou en association dans les systémes de culture, elles
apportent une certaine contribution en azote, en fixant et en intégrant une partie de l'azote

atmosphérique dans le systéeme (Sebihi, 2008).

Parmi les Iégumineuse son trouve les especes du genre Vicia qui est un genre de plantes
dicotylédones sous la famille des fabaceae, Comprend environ 200 especes, elles peuvent étre
utilisees comme foin pour I’alimentation de bétails ou en grain pour 1’alimentation humaines
comme légumes secs. Ces vesces se cultivent en association avec une céréale fourragere

(’avoine, I’orge ou le triticale) et donnent un foin d’excellente qualité (Rihawy et al., 1987).
1.2.Besoins de la plante

Chaque espéce de plantes se développe dans des températures bien spécifique a 1’espéce,
sans lumiere la croissance de la plante est juste pas possible, car au niveau des feuilles, les
plantes réalisent la photosynthese, ce mécanisme permet de capter 1’énergie lumineuse du soleil

et d’absorber le carbone atmosphériqgue CO2.L’eauest absorbée au niveau des racines et

2
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s’évapore au niveau des feuilles, cette eau contient des minéraux qui sont indispensables a la
croissance de la plante. Parmi les 14 macro- et micro minéraux indispensables a la croissance des
plantes, I’azote, le phosphore et le potassium représentent les 3 principaux macroéléments
essentiels (Maathuis, 2009).

1.2.1. Les éléments nutritifs NPK

1.2.1.1. L azote (N)

L'azote (N) est un élément clé pour le vivant puisqu’il est fondamental dans la
composition de I’ADN, des protéines et des enzymes. Sa forme la plus abondante, le diazote
atmosphérique (N2), constitue 79% du volume de 1’air, mais il n’est pas directement assimilable
par la majorité des étres vivants. L’azote est ainsi considéré comme 1’un des premiers facteurs
limitant le développement de la vie(Vitousek et Howarth, 1991 ; Kaye et Hart, 1997 ; Galloway
et al., 2003).

La conversion de N2 en espeéces réactives de 1’azote (Nr) est nécessaire a la croissance de
la plupart des organismes et correspond a des formes biodisponibles de 1’azote pour les
organismes. Les molécules assimilables de 1’azote se présentent sous différentes formes, oxydées
ou réduites et sont solubilisables dans la solution du sol, tels que le nitrate (NO3") et ’lammonium
(NH4*). Les différents processus, flux et équilibres liés a 1’azote dans 1’environnement,
constituent le cycle de I’azote. En prenant le sol comme élément central dans un écosysteme
terrestre, il est possible de distinguer deux types de flux d’azote : les entrées et les sorties.
Cependant, la majorité des écosystemes ont une demande d’azote biodisponible dépassant
largement ce que peuvent apporter les processus naturels, et de ce fait, la plupart des

écosystemes sont limités par leurs ressources azotées(Aber et al. 1989).

L’azote est le principal élément indispensable a la croissance des plantes et a leur
productivité (Cleland et Harpole, 2010). Les processus naturels majeurs capables de former de
1I’azote biodisponible, dans les écosystémes terrestres et aquatiques, sont la foudre et la fixation
biologique (Fowler et al. 2013). On peut utiliser des engrais azotés mais ces derniers conduisent
a des conséquences sur les environnements terrestres, aquatiques, la santé humaine et le climat,
favorisant notamment des phénomeénes d’eutrophisation (blooms d’algues entrainant une

désoxygénation), d’acidification des milieux, de création de particules fines (inférieures a 2,5
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um), de réduction de la couche d’ozone, de formation de pluies acides, (Galloway et al., 2003 ;
Fowler et al., 2011)

L’un des objectifs majeurs des sciences agronomiques est ainsi de trouver une alternative
a ce procédé, notamment en utilisant le potentiel des microorganismes naturellement présents
dans les sols. En effet, certaines bactéries et champignons sont capables d’interagir avec les
plantes et de former des associations bénéfiques qualifiées de symbioses. Dans certains cas, ces
symbioses peuvent influencer le cycle de I’azote, comme par exemple en utilisant la fixation

biologique de 1’azote (Vincent, 2018).

1.2.1.2. Phosphore (P)

Second élément indispensable a la croissance et au développement végétal, apres ’azote, le
phosphore (P) joue un réle important dans de nombreux processus biologiques, la photosynthese
et la fixation biologique d’azote. C’est un constituant des acides nucléiques entrant dans la
jonction entre les nucléotides. Constituant des phospholipides des membranes végétales. Le
phosphore joue un rdle énergétique ; L’ATP (adénosine tri-phosphate) est la source principale
d’énergie du métabolisme, 1’hydrolyse de I’ATP produisant un phosphate inorganique (qui se lie
au substrat a phosphoryler) et libérant 1’énergie nécessaire a cette phosphorylation (Hawkesford
etal., 2012).

Le phosphore joue également un réle métabolique ; la phosphorylation des glucides ainsi
que d’autres substrats organiques les rendent plus réactifs aux réactions biochimiques du
métabolisme. Il intervient également comme catalyseur de la synthése des glucides a partir de
CO: et de H.O (Marschner, 2012).

1.2.1.3. Potassium (K)

Le Potassium (K) joue un réle important dans la turgescence des cellules végétales et dans
I’activation des enzymes impliquées dans la respiration et la photosynthése. Favorisant le
transfert des hydrates de carbone des feuilles aux racines, le potassium contribue a une bonne
croissance racinaire et améliore le nombre et la taille nodulaire chez les légumineuses. L apport
en K dans les sols favorise les processus physiologiques impliqués dans la croissance et le

développement des plantes (Marschner, 2012).


https://www.jardiner-autrement.fr/glossaire/phosphore/
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Le potassium est apporté sous forme de fertilisants inorganiques : chlorure de potassium,
sulfate de potassium, sulfate de magnésium potassique et nitrate de potassium et sous forme
organique : composte, cendre de bois, fumier, comme on peut extraire le potassium dans des lacs
souterrains, salés et des océans. La carence en K est rare, mais la croissance des plantes est

généralement stimulée par apport de K (Mvolo, 2010).

PHOTOSYNTHESE RESPIRATION

(gaz CQFA ‘mege I'air)
m (gaz carbonique)

NUTRITION MINERALE

TRANSPIRATION

(eau du sol) ’ Fi

Azote
Phosphore

Potasse, Soufre,
Magnésium, Calcium,

Oligo-éléments

(oxygeéne du sol)

(gaz carbonique)
Figure 1 : morphologie de la plante et ces besoins nutritionnels (Jean-Luc, 2012).
1.2.2. Autres éléments

1.2.2.1.Magnésium (Mg)

Cet ¢lément est 1’'un des constituants de la chlorophylle et joue par conséquent un role
essentiel dans la photosynthese. Ce réle métabolique du magnésium est important, mais en
général, le sol est suffisamment riche naturellement en cet élément pour combler les besoins des
plantes. Le magnésium est classiqguement incorporé dans les engrais spécifiques pour les rosiers
et le plus souvent pour les légumes (formule NPK+Mg) (Marschner, 2012).

1.2.2.2.Calcium (Ca)

Il assure les besoins métaboliques des végétaux par sa présence naturelle dans le sol. On
apporte en général du calcium dans le sol pour améliorer sa structure ou modifier son acidité

(pouvoir tampon de calcium) (Marschner, 2012).


https://www.jardiner-autrement.fr/glossaire/photosynthese/
https://www.jardiner-autrement.fr/glossaire/sol/
https://www.jardiner-autrement.fr/glossaire/engrais/
https://www.jardiner-autrement.fr/glossaire/sol/
https://www.jardiner-autrement.fr/glossaire/sol/
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1.2.2.3. Fer (Fe)

Le fer, 4eme élément de la cro(te terrestre et oligo-élément essentiel, est présent dans les
sols, essentiellement dans les minéraux primaires issus de la roche mére ou secondaires issus de
I’altération, il est souvent peu disponible. Son rdle pour la plante est la contribution a la fonction
photosynthétique qui réside dans les étapes de transfert d’électrons (Francis-André Wollman,
2004).

C’est un ¢lément dont la carence a des effets bien connus, qui consistent en un
jaunissement de la plante (chlorose ferrique). Cette carence est due a un blocage de 1’assimilation
du fer dans les sols riches en calcaire actif, avec un pH éleve. On peut corriger ces carences par
I’apport de fer chélate. Les plantes qui montrent des chloroses chroniques devraient étre

cultivées en pot dans les régions ou le sol n’est pas adapté (Marschner, 2012).
1.2.2.4. Soufre (S)

Le soufre (S) est quantitativement un élément majeur de la nutrition minérale des plantes
au méme titre que 1’azote, le phosphore et le potassium. Le S est d’abord un élément constitutif
puisqu’il entre dans la composition des acides aminés soufrés (cystéine et méthionine, cystine...).
Il constitue un agent de liaison essentiel entre les protéines, et un régulateur des activités
enzymatiques. Il est par ailleurs nécessaire a [’assemblage des éléments constitutifs de la
chlorophylle. De nombreux travaux évoquent également le réle des composants soufrés dans le
systeme de défense des plantes pour prévenir les infections fongiques ou le stress oxydatif.
(Denis Piron, 2020).

1.3. Source des nutriments pour les plantes

1.3.1. L’atmosphére

L'air fournit a la plante, sous forme de gaz carbonique, le carbone nécessaire a la
photosyntheése et a I’assimilation chlorophyllienne. L'oxygéne présent dans l'air, mais aussi dans
le sol, est indispensable & la respiration de la plante qui lui fournit son énergie (Ablain-Barierre,
2016).

1.3.2. Sol

En interaction permanente avec 1’atmosphére et la biosphére, le sol est un élément d’une

importance capitale a 1’échelle de la planete. Il est le substrat qui permet le développement des

6
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vegétaux terrestres dont dépendent la majorité des chaines alimentaires, mais aussi 1’agriculture
humaine. 11 abrite d’innombrables organismes qui décomposent la matiére organique et la
rendent assimilable pour les plantes.Impliqué dans plusieurs grands cycles de la matiére
(carbone,azote), il tient également un rdle majeur dans la régulation du climat. Le sol est formé a
partir de la dégradation d’un matériau du sous-sol : la roche-meére. Sa formation nécessite des
milliers d’années. C’est donc une ressource considérée comme non renouvelable a I’échelle
humaine. A ’époque actuelle, en de multiples lieux, le sol se dégrade du fait de causes naturelles
mais aussi du fait de I’activité humaine ; il est donc crucial de bien le connaitre et d’apprendre a

le respecter (Clémence et Jules Papeil, 2020).
1.3.3. Les engrais chimiques

L’épuisement des sols en nutriments conduits a 1’utilisation des engrais chimiques pour
assurer un meilleur rendement et une bonne qualité. Le plus connue des engrais est 1’engrais
azoté, mais 1’utilisation abusive de ce dernier peut causer des problémes environnementaux
majeurs (Zaidi, 2007). Les effets néfastes des engrais résultent au premier degré de 1’utilisation
excessive et inefficace qui est faite. Celle-ci entraine des pertes de nutriments dans
I’environnement et d’autres conséquences préjudiciables telles que la contamination des eaux

potables et I’eutrophisation des systémes d’eaux douce et des zones cotieres (Bossy, 2019).
I.4.Interactions sol-plantes-microorganismes

Les plantes ont un effet sur le fonctionnement et la structure de sol, plus précisément sur
le cycle de I’azote comme aussi sur le cycle de carbone, et influence sa teneur en eaux ainsi que
sa biodiversité (Freschet et al. ,2018).

Les microorganismes (bactéries et champignons) sont essentiels dans les fonctions clés
du sol, ils sont nécessaire pour la minéralisation de la matiére organique et contribuent a une
meilleure structure de sol ; ils participent a la dégradation des polluants organique et un meilleur

état sanitaire dans les sols (Lionel Ranjard ,2014).
1.4.1. La rhizosphére

C’est la zone du sol qui est sous I'influence des exsudats racinaires. Dans cette zone se

trouve un groupe particulier de bactéries, les rhizobactéries. Ces derniéres sont capables de se
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multiplier et de rivaliser avec les autres microorganismes pour occuper cette zone riche en
éléments nutritifs(Suslow, 1982 ; Weller, 1988).
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I11.1 Les Rhizobiums

11.1.1. Définition

Le terme rhizobium vient du grec Rhiza = racine et bios = vie, il provient de la premiére
appellation au XIXéeme siécle du premier genre bactérien vivant dans le sol. Les rhizobiums sont
des bactéries du sol qui aboutissent a la formation des nodules au niveau des racines et la fixation
d’azote atmosphérique. Ils se trouvent dans I’environnement sous deux formes : symbiotique,
dans les nodules racinaires des légumineuses, et saprophyte dans I’environnement du sol. A
I'intérieur de la racine, ces bactéries se différencient en bactéroides fixateurs d’azote. Le role
principal de rhizobium dans une symbiose est de réduire lI'azote en ammoniac directement
assimilable par la plante avec la participation d'un complexe enzymatique de nitrogénase
(Gawryjotek et al., 2021).

Ainsi, les rhizobia (ou rhizobiums) sont utilisés comme engrais biologiques et en tant
qu’inoculant dans l'agriculture (Van Kessel et Hartley, 2000). Le terme rhizobium désigne

communément les bactéries fixatrices d’azote, symbiotes des légumineuses, alors que

Rhizobium ” est un genre bactérien (Domergue, 2017).

11.1.2. Classification des rhizobiums

Les rhizobiums sont des bactéries en batonnets, a Gram négatif, aérobies, non sporulé
Phylogénétiquement, ils appartiennent a la sous-division alpha des protéobactéries. Le spectre de
I'nbte n'était pas le seul critere pour la classification des rhizobiums, Les especes de Rhizobium
ont d'abord été reclassées en deux genres, le genre Rhizobium révisé, y compris les souches
rapides en croissance, et le nouveau genre Bradyrhizobium, créé pour ceux a croissance lente.
Depuis, l'isolement de rhizobiums d'un nombre croissant d'espéces végétales dans le monde et
leur caractérisation par la modernité taxonomie polyphasique a conduit a la description de
nouveaux genres et especes supplémentaires Basé sur Séquences d’ADN ribosomal 16S, les
symbiotes des légumineuses les plantes appartiennent a trois principaux groupes phylogénétiques
(Zakhia et Lajudie, 2001).
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Tableau 01 : Classification des Rhizobium et le nombre d’espéces de bactéries identifié

comme Rhizobiums (Emanoel G. Moura et al. ,2020).

Famille

Genre/Type d’espéces

Les especes de Rhizobia avec le genre
Accordé a la liste de Procaryote noms
avec Standing dans la Nomenclature

Rhizobiaceae

Rhizobium. Type
d’especesR.Leguminosarum

133 especes

Ensifer/Sinorhizobium
Typed’especes :E.
adhaerens; S. fredii;S.
xinjiangensis.

Le genre Ensifer / Sinorhizobium couvre
24 especes

Allorhizobium.
Typed’espéces: A.undicola

9 especes

Pararhizobium Type
d’espéces :P.giardinii.

P. giardinii; P.herbae

Shinella Type d’espéces :S.
granuli

S. kummerowiae

Neorhizobium. Type
d’espéces: N.galegae

N. alkalisoli, N. galegae et N.huautlense

Azorhizobium.

A. caulinodans, A. doebereinerae etA.

Hyphomicrobiaceae | Typed’espéces: oxalatiphilum
A.caulinodans
Devosia. D. neptuniae
Typed’espéces:D.riboflavina
Bradyrhizobium Type 60 espéeces

Bradyrhizobiaceae

d’espéces B.japonicum

Blastobacter.
Typed’espéces: B.tienricii

B. denitrificans

Mesorhizobium:Type

d’espéces: M.loti 59 espéces
Aminobacter.: Type o
d’espéces :A.aminovorans A. anthyllidis

Phylobacteriaceae

Phyllobacterium
Typed’especes:
P.myrsinacearum

8 especes : Pifrigiyense, P. leguminum,
P. bourgognense, P.

brassicacearum, P. endophyticum, P.loti,
P. sophorae, P. trifolii

Methylobacteriaceae

Methylobacterium.
Typed’especes:
M. organophilum

M. nodulans

10




Chapitre Il Les Rhizobiums et leurs activités enzymatiques

Microvirga: Type M. lupini, M. lotonononidis,

d’espécesM. subterranea M.zambiensis et M. vignae

Ochrobactrum. O. lupini, (synonyme de O.
Brucellaceae Typed’espéces: O.anthropi | anthropic);O. cytisi

Burkholderia. Le genre Burkholderia a 32 Espéces et
Burkholderiaceae Typed’espéces:B.cepacian. | Paraburkholderia a69espéces

Burkholderia et
Paraburkholderia,

Cupriavidus. _
Typed’espéces: C.necator C. taiwanenses

Ralstonia. Type R. taiwanensis (Sinonimous:
d’espécesR.pickettii Cupriavidus taiwanensis;
Wautersiataiwanensis

11.2. Activités promotrices de la croissance des plantes

Le terme PGPR “Plant-Growth-Promoting Rhizobacteria ”a été inventé par Kloepper
vers les années 1970. (Gray et al., 2005). 1l correspond aux bactéries du sol, amélioratrices de la
croissance des plantes, qui colonisent la rhizosphére et stimulent les interactions entre la
microflore symbiotique et la plante-hote (Masciarelli et al., 2014).

Les PGPR protegent les plantes contre les phytopathogénes grace a la production
d’antibiotiques, de phénazines et de métabolites antifongiques. Certaines souches renforcent la
nodulation des Iégumineuses et la fixation d’azote et/ou influencent positivement la symbiose
mycorhizienne en augmentant la solubilisation et la minéralisation du phosphore du sol, la
production de sidérophores (Ahemad, 2015), la sécrétion de phytohormones et la diminution du

niveau d’éthyléne (Jiang et al., 2008).

Les PGPR comprennent diverses espéces comme ; Arthrobacter, Variovorax,
Azosprillum, Alcaligenes, Enterobacter, Bradyrhizobium, Burkholderia, Serratia, Azobacter,
Klebsiella, Mesorhizobium, Rhodococcus, Streptomyces, Flavobacterium, Bacillus et
Pseudomonas.(Bashan et al., 1998 ; 2013).

Les PGPR régulent la croissance par divers mecanismes indirects et directs (figure 02).
Elles peuvent inclure I’ajout des composés liés au métabolisme microbien (Singh et al., 2017),
comme elles peuvent également agir et étre bénéfique par la production de divers composés
inhibiteurs, bactériocines, enzymes lytiques, sidérophores, solubilisation du phosphate et

pourraient jouer un rdle dans la synthese des phytohormones (Anithet al., 2004).
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PGPR appartiennent aux genres Allorhizobium, Bradyrhizobium, Mesorhizobium et
Rhizobium, les endophytes et les espéces de Frankia qui peuvent tout deux fixer en symbiose

I'azote atmosphérique chez les végétaux supérieurs (Bhattacharyya et al., 2012).
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Figure 2 : mécanismes d’action des PGPRs (Domergue, 2017)

Une attention considérable a été accordée au PGPR pour remplacer les produits
agrochimiques (engrais et pesticides) pour ’augmentation de la croissance des plantes par une
variété de mécanismes qui impliquent la formation et la structuration du sol, décomposition de
matiere organique, recyclage des éléments essentiels, solubilisation des nutriments minéraux,
production de nombreux régulateurs de croissance des plantes, dégradation des polluants
organiques, stimulation de la croissance racinaire, fertilisation des sols, biocontrdle des
pathogenes transmis par les semences et dans la promotion des changements dans la végétation
(Sivasakthi et al., 2014).

Certaines PGPR stimulent la croissance des plantes en l'absence de pathogenes. Ces
effets directs regroupent les accroissements de la masse aérienne et racinaire, les élongations
racinaires et les levées accélérées des plantules. Ces augmentations s'expliquent généralement
par de meilleurs prélevements et assimilation des éléments nutritifs par la plante, la production
de phytohormones et le développement de résistance induite chez les plantes (Beauchamp,
1993).

Les rhizobactéries favorisant la croissance des plantes ont la capacité de fixer l'azote

atmosphérique et de D’apporter aux plantes par deux mécanismes : symbiotique et non
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symbiotique. La fixation symbiotique de l'azote est une relation mutualiste entre un
microorganisme et la plante ; le microorganisme pénétre d'abord dans la racine et forme ensuite
des nodules dans lesquels la fixation d’azote se produit. Les rhizobiums sont un vaste groupe de
rhizobactéries qui ont la capacité a établir des interactions symbiotiques par la colonisation et la

formation de nodules racinaires avec des plantes Iégumineuses (Singh, 2018).

D’autres PGPR produisent des effets bénéfiques sur la croissance des plantes en présence
d'un pathogéne ou d'un rhizobia. Ces modes d'action indirects sont généralement attribuables a la
compétition, a la production d'antibiotiques et a la détoxification du milieu ; chez les
Iégumineuses, les PGPR menent a l'accroissement du nombre de nodosités produites par les
rhizobia. Par ailleurs, la levée plus hative des plantules et la croissance plus rapide des racines
liées aux PGRP permettent aux plantes d’échapper plus rapidement aux pathogénes (Grimes et
Mount, 1987 ; Polonenko et al., 1987).

11.2.1. Mode d’action direct

11.2.1.1. Fixation d’azote biologique

La fixation biologique d’azote présente des avantages économiques et environnementaux,
ainsi qu’une solution alternative a I’utilisation des engrais chimiques colteux et polluants
(Ferguson et al., 2010 ; Stoddard et al., 2009).

L'azote, bien qu’il soit trés abondant sur la planéte mais inaccessible a la plupart des étres
vivants. En effet, les seuls organismes capables de I'utiliser sont des bactéries dites diazotrophes,
qui possédent le complexe enzymatique réducteur appelé nitrogénase. En conditions de faible
teneur en oxygene, cette enzyme catalyse la réduction de I'azote atmosphérique N2 en ammoniac
NH;3 (Day et al., 2001 ; Downie, 2005).

Le bilan de la réaction de fixation biologique de I'azote est comme suivant ;
N2+ 8H++ 8e+ 16ATP------------- >2NH3z + H2+ 16ADP + 16Pi

Certaines espéces bactériennes ont été trouvées associées a la rhizosphére de la plante et
augmentent la croissance de ces derniéres. Ces especes appartiennent essentiellement aux genres
Erwinia, Azospirillum, Flavobacterium, Bacillus, Alcaligenes, Arthrobacter,Rhizobium,
Acinetobacter, Burkholderia, Pseudomonas, Enterobacter et Serratia(Tilaket al., 2005).

La diversite des especes au niveau de la rhizosphere est en fonction de la disponibilité de
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différents types de matiéres organiques et de leurs concentrations spécifiques. La sélection
dépend aussi de la capacité du microorganisme a utiliser la matiére organiqgue comme source de
nutrition. Elles ont un mécanisme efficace et spécifique pour 1’absorption des nutriments ainsi
que son passage a la forme qui pourrait probablement étre utilisée comme source de nutrition
(Dilfuza, 2005).

Azote atmosphérique

Assimilation

@ Bactéries|

)
ari énitrifiantes
Bactéries > ‘ B
fixatrices d'azote “\ Nitrates
7/

nodules de Dé =r ey
= A composeurs
lIégumineuses (bactéries et Ehampignons,

aérobies et anaérobies)
Bactéries
Ammonification Nitrification nitrifiantes

Ammoniaque @
(NH4+)

Bactéries fixatrices d'azote Bactéries nitrifiantes
dans le sol

Figure3 : cycle d’azote (Domergue, 2017)

11.2.1.1.1. La nitrogénase

Le complexe enzymatique nitrogénase est compose de deux sous unités fonctionnelles a
groupement prosthétiques, la dinitrogénase réductase et la dinitrogénase (protéine Mo-Fe). Le
géne nifH code pour la dinitrogénase réductase (protéine Fe) constituée de deux chaines
identiques, alors que les génes nifD et nifK codent pour et la dinitrogénase (protéine Mo-Fe) qui
est un hététerotétramére (figure04) (Fisher1994 ; Newton, 2007).
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A

P-cluster

P-cluster

Figure 4 : Structure de la nitrogénase (Rubio et Ludden, 2005)

Le complexe nitrogénase catalyse la réaction de fixation de 1’azote atmosphérique. Cette
enzyme n’existe que chez les organismes procaryotes. Elle est constituée de deux composants :
le composant | est un hétérotétramere constitué de deux sous-unités o représentées en bleu et vert
et deux sous-unités B représentées en rouge et orange(A)dans la figure 04, le détail de la sous-
unité a est donné (B) et le composant Il est un homodimeére (C). La nitrogénase est un complexe
enzymatique trés sensible a 1’oxygeéne, qui est rapidement inactivé dans un environnement
aérobie. La nodosité lui confeére une niche protectrice grace a la présence d’une protéine
végétale, la leghémoglobine qui fixe 1’oxygene et permet de le maintenir a faible pression
partielle. Elle se lie a I'oxygeéne et permet ainsi de réguler la diffusion de I’oxygéne aux

bactéroides(Ott et al., 2005).

La structure du complexe nitrogénase et des séquences codant les différentes unités
polypeptidiques sont tres conservées chez les diazotrophes libres et symbiotiques (Franchet et
al., 2009). Ce sont les genes nif et fix bactériens qui sont impliqués dans I’activité nitrogénase et
la fixation d’azote. La caractérisation et 1’organisation des genes nif ont principalement été
étudiées chez un fixateur libre : Klebsiella pneumoniae. Plus de vingt genes nif organisés en
opérons interviennent dans la synthese et le fonctionnement du complexe nitrogénase dont les
genes nifHDK qui représentent les génes de structure. Les genes nifDK codent les chaines o de

la protéine 1, a cofacteur FeMo de la nitrogénase, responsable de la réduction de N2> en NHas. Le
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gene nifH code pour la protéine II, ou réductase, qui assure le transfert d’électrons nécessaires a

la réduction de N2 comme montré dans la figure 5(Glick, 2012)
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Figure 5 : Mécanisme moléculaire de la réduction de I’azote atmosphérique (Domergue, 2017).
11.2.1.2. Les fixateurs symbiotiques

Bactéries qui vivent en symbiose avec des plantes, c’est le systeme fixateur le plus
efficace. La plupart sont des especes economiquement importantes, telles que les Rhizobiums,
vivant au sein de nodosités spécialisées sur les racines de légumineuses. La formation de ces
nodosités exige une relation génétique intime entre les bactéries et la plante puisqu'on connait de
nombreuses mutations dans leurs génomes respectifs qui peuvent bloguer le développement
d'une nodosité fonctionnelle. Rhizobia et Frankia ont un discours dominant dans la fixation
symbiotique d'azote. Frankia s'est avéré étre efficace dans prés de huit familles différentes avec
expansion a environ 280 espéces différentes (Schwintzer et al., 1990).

En plus d'augmenter la croissance, le rendement, la fixation de l'azote, ils sont en outre
signalés pour réglementer le dépbét de phosphate qui provient de matiere organique et
inorganique dans le sol et qui s'est avéré si instrumental dans la détermination de la nutrition du
sol(Sahgal et al., 2003).

11.2.1.2.1. La symbiose Rhizobium-légumineuse fixatrices d’azote

La symbiose est une association réciproquement bénéfique entre deux organismes, qui

souvent s’établie entre un partenaire autotrophe et un partenaire hétérotrophe. Les symbioses
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fixatrices d’azote les plus connues font intervenir la famille des Légumineuses avec ses
symbiontes bactériens, les Rhizobia. D’autres bactéries fixatrices d’azote sont capables,
d’interagir avec des plantes, comme les actinomyceétes. Dans les deux cas, la symbiose avec les
bactéries aboutit a la formation d'un nouveau organe au niveau des racines (et/ou tiges), le
nodule fixateur d'azote. Dans les nodules, les bactéries vont pouvoir se loger et se différencient
en bactéroides capables de fixer 1’azote, protégées et nourries par la plante, lui fournissent en
échange de l'azote fixéPrésents a 1’état saprophytique dans la rhizosphére, les rhizobia répondent
a un chimiotactisme positif induit par les exsudats racinaires de la Iégumineuse. lls sont ainsi
attirés par des acides organiques, des enzymes, des ions inorganiques, des acides amines, des
sucres, des acides dicarboxyliques de la rhizospheremais également par des composés plus
spécifiques tels certains flavonoides présents en faible concentration dans les exsudats racinaires
des légumineuses (Dakora et Phillips, 2002).

Ces flavonoides sont excrétés par des plantes reconnues spécifiquement par des protéines
régulatrices bactériennes (essenticllement NodD). L’interaction NodD-flavonoide entraine un
changement de conformation de NodD qui peut ainsi se fixer aux nodbox promotrices des genes
nod (Spini et al., 2016).

L’activation des protéines régulatrices conduit, par I’intermédiaire des boites régulatrices
(nodbox) situées en amont des génes nod, a I’expression de génes bactériens (génes nod, noe et
nol). Ces génes codent pour des enzymes (chitine synthase, déacétylase, Nacétyltransférase,) qui
interviennent dans la construction du squelette de base des facteurs de nodulation (facteurs Nod)
et le greffage de groupements chimiques responsables de la spécificité d’hote ; molécules «
signal ” reconnues de maniére spécifique par la plante, les facteurs Nod (FNs) sont responsables

des premiéres étapes de I’infection et de la morphogénése nodulaire (Oldroyd, 2008).
11.2.1.3. Solubilisation du phosphate

Le phosphore est I'un des macronutriments essentiels a la croissance des végétaux et la
fixation de I'azote symbiotique (Korir et al., 2017) Il joue un role pratiguement important dans
tous les processus métaboliques majeurs dans les plantes, y compris la photosyntheése, le transfert
d'énergie, la transduction du signal, la biosynthése macromoléculaire et la respiration (Khan et
al., 2010). Les plantes sont incapables d'utiliser le phosphate car 95 a 99% de phosphate présents
sous la forme insoluble, immobilisée et précipitée. Les plantes absorbent le phosphate
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uniquement sous deux formes solubles : les ions monobasiques (H2PO4) et basique (HPO4?+).
(Govind et al., 2015).

Plusieurs espéces microbiennes ont été rapportées comme étant des microorganismes
ayant une capacité de solubilisation du phosphore. Ces microorganismes sont appelés des PSM
(Phosphate Solubilizing Microorganismes) et comprennent des bactéries, des champignons, des
actinomycetes et des algues. Les PSB (Phosphate Sulubilizing Bacteria) comprennent plusieurs
genres tels que Pseudomonas, Bacillus, Azotobacters, Xanthomonas, Enterobacter, Pantoea,
Klebsiellaainsi et quelques rhizobiums(Kumar et al., 2013 ; Zaidi et al., 2009).

Les micro-organismes solubilisant les phosphates dissolvent les phosphates insolubles en
produisant des acides inorganiques ou organiques et/ou par la baisse du pH. Cette chute de pH a
été observée en raison de la production d'acides organiques jusqu'a 48h mais, aprées 48h, il ya une
augmentation soudaine dupH. Cela peut étre d( a I'utilisation d'acides organiques produits lors de
la solubilisation du phosphate par les souches décrites précédemment dans Arthrobacter et
Pseudomonas(Zaidi et al., 2009).

La solubilisation du P organique est aussi appelée minéralisation. Le P sous forme
organique peut donc étre minéralisé par des enzymes secrétées par les microorganismes. Elles
sont classées en trois catégories dont les plus abondantes sont les phosphomonoestérases qui sont
capables de déphosphoryler les liaisons phosphoesters et les liaisons phosphoanhydrides de la

matiere organique (Nannipieri et al., 2011).
11.2 .1.4. Solubilisation du potassium

Le potassium (K) est le troisiéme macronutriment essentiel a la croissance des plantes.
Les concentrations de potassium soluble dans le sol sont généralement trés faibles et plus de 90%
de potassium dans le sol existe sous forme de roches insolubles et de silicates minéraux.
(Etesami et al., 2017).

La carence en potassium devient une des contraintes majeures des cultures et de
production. Sans potassium adéquat, les plantes auront du mal & se développer bien, on trouve
des racines non développées, poussent lentement, produisent des petites graines et des
rendements plus petits. Cela a mis I'accent sur la recherche d'une alternative indigéne pour
source de potassium absorber par des plantes et pour maintenir le niveau de potassium dans les

sols et pour soutenir la production agricole (Duval,2012).
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Les rhizobactéries favorisent la croissance des plantes par leur capacitéasolubilisé le
potassium de la roche on le libérant sous une forme plusaccessiblepar la production et la
sécrétion d'acides organiques, Ontrouve Les rhizobactéries comme ;Acidothiobacillus
ferrooxidans, Bacillus edaphicus, Bacillus mucilaginosus, Burkholderia, Paenibacillus sp.
EtPseudomons(Glick, 2012).

La solution est donc 1’utilisation des rhizobactéries solubilisant le potassium comme
biofertilisant pour I'amélioration de I'agriculture et peuvent réduire l'utilisation des produits
agrochimiques et soutenir la production végétale respectueuse de 1’environnement(Govind
Guptaet al., 2015).

11.2.1.5. Production de régulateurs de croissance des plantes (phytohormones)

Les régulateurs qui favorisent la croissance des plantes on peut citer, les auxines,
l'acide abscissique, I’IAA (I'acide indole-3-acetique), I'éthyléne et Les cytokines qui sont
également connues par le nom (hormones de plantes exogenes) qui pourraient étre synthétiques
ou naturelle et similaire aux hormones produites naturellement par la plante. Ils ont un réle
essentiel dans le terme de stimulation de la production agricole. Ces phytohormones sont
présentsen moindre montant, mais influence les variétés de dimensions de la croissance des
plantes comme la morphologique, processus physiologiques et biochimiques de la plante
(Lugtenberg et al., 2002).

11.2.1.5.1. Réles des phytohormones pour les plantes

A). Les auxines

L'auxine est une phytohormone importante. Les auxines sont impliquées dans la division
des cellules, I'élongation cellulaire et la différenciation des tissus cellulaires, embryogénese,
formation des racines, dominance apicale, phyllotaxie, et les réponses tropiques. Les génes
d'auxine sont des cibles importantes en biotechnologie pour modifier la taille et la forme des
plantes et améliorer le rendement. Par conséquent, ils jouent un role vital dans la croissance et le
développement des cellules (Asgher et al., 2015). Les auxines jouent également un réle
dynamique dans la médiation et I'amélioration de la tolérance des plantes aux contraintes, telles

que les conditions de carence (Kazan, 2013).

La production d’auxine (AIA) est considérée comme le mécanisme direct, le plus

important, utilisé par les PGPR pour stimuler et augmenter remarquablement la croissance des
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plantes et le rendement des récoltes (Khalid et al., 2004 ; Baca et Elmerich, 2007 ; Ali et
al.,2009). Selon Zakharova et al., (1999).

B). Les cytokinines

Les cytokinines ont été découvert en 1950, et elles sont les plus importantes

phytohormones qui stimulent la division cellulaire (Miller, 1961).

Les cytokinines sont utiles dans les techniques de culture des tissus végétaux et soutenir
I’étude des processus biologiques des plantes, tels que la croissance des parties de la plante et le
stade de la floraison. Ces composés sont responsables de la stimulation des différents processus
pendant la croissance et le développement des gametes femelles et embryons d'une plante.
Notamment, les cytokinines participent également dans la germination des graines,
développement vasculaire, photomorphogenése, développement du méristtme apical des
pousses, développement sénescence floral et feuille. 1l aide également les plantes a induire des
réponses adaptatives a la sécheresse et aux conditions écologiques défavorables(Mao et al.,
2020).

C).Les gibbérellines

Les gibbérellines sont des diterpénoides tétracycliques d'acides carboxyliques. Le
roleprincipal des GA dans les plantes est d'étre une hormone de croissance et fournir une
résistance contre la sécheresse et d’autres facteurs destress abiotiques. L'objectif principal des
gibbérellines est d'améliorer le développement des tissus végétaux par élongation cellulaire et
augmentation de processus de division cellulaire, améliorer les stades immatures et adultes de la
croissance des plantes, Il contribue également & améliorer la croissance végétative et stades de
reproduction des plantes (Colebrook et al., 2014 ; Kang et al.,2019).

D). L’acide abscissique

L'acide abscissique est une importante phytohormone de signalisation de stress hydrique
(De Ollas et al., 2013). Acide abscissique joue un réle important dans la régulation de la
fermeture stomatique, Les voies de signalisation de l'acide abscissique ont un r6le vital dans
I'expression des genes sensibles au stress hydrique parce que divers situations de stress peuvent
subvenir chez les plantes. Les récepteurs de l'acide abscissique sont trés importants dans la
transduction des signaux. Dans 1’état sous-cellulaire, de nombreux récepteurs sont reconnus,
Sous des conditions normales, L'ABA est exprimé a faible concentration dans les plantes
(Parveen et al., 2021).
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11.2. 2.Mode d’action indirect

11.2.2.1. Production de sidérophore

Le fer est un micronutriment essentiel pour presque tous les organismes de la biosphere.
Malgré le fait que le fer est le quatrieme élément le plus abondant sur terre, dans les sols
aérobies, par contre, il n’est pas facilement assimilable par les bactéries ou les plantes car 1’ion
ferrique ou Fe*3, qui est la forme prédominante dans la nature, est peu soluble de sorte que la
quantité de fer assimilable par les organismes vivants est extrémement faible (Saharan et al.,
2011).

Les microorganismes ont évolué des mécanismes spécialisés pour I'assimilation du fer, y
compris la production des composés chélateurs de fer de faible poids moléculaire connus comme

les sidérophores, qui transportent cet élément dans leurs cellules (Nadeem et al., 2010).

Les sidérophores se divisent en trois grandes familles selon le groupe fonctionnel
caractéristique, a savoir les hydroxamates, les catécholates et carboxylates (El-Iklil et al., 2000).

Les sidérophores ont ét¢ impliqués a la fois pour 1’amélioration direct et indirecte de la
croissance des plantes. Les bénéfices directs des sidérophores bactériens sur la croissance des
plantes ont été démontrés en utilisant du fermarqué comme seule source de fer (Glick et al.,
2007).

11.2.2.2. Production d’antibiotique

Elle est considérée comme l'un des mécanismes de biocontrble des plantes les plus
puissants et les plus étudiés chez les rhizobactéries promotrices de croissance (Swarajet al.,
1999).

Une variété d'antibiotiques a été identifiée. Il s’agit de composés tels que 1’amphisine,
2,4-diacétylphloroglucinol (DAPG), oomycine A, phénazine, pyolutéorine, pyrrolnitrine, tensine,
tropolone et lipopeptides cycliques produit par les pseudomonas (Bhargava et al., 2003)et
I’oligomycine A, la kanosamine, la zwittermicine A, et la xanthobaccine produite par Bacillus,
Streptomyces, et Stenotrophomonas sp. Ces agents antimicrobiens empéchent la prolifération des

pathogénes de plantes (généralement des champignons) (Sgroy et al., 2009).
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Outre que la production d’antibiotiques, certains rhizobactéries sont egalement capables
de produire un composé volatil appelé cyanure d’hydrogéne (HCN) pour la lutte biologique
contre la pourriture noire des racines du tabac, causée par Thielaviopsis basicola (Hajiboland et
al., 2009).

11.2.2.3. Résistance Systemique Induite (RSI)

La résistance systémique induite (RSI) est caractérisée par une colonisation des racines
de I’hote par des rhizobactéries non pathogenes qui sont en mesure de conférer a la plante un
certain degré de protection a des attaques ultérieures par des phytopathogénes (Zaidi et al.,
2015).

Les PGPR induisent une résistance des plantes contre les maladies fongiques,
bactériennes et virales, les insectes et les nématodes a travers 1’expression de mécanismes de
défense inductibles chez la plante. La résistance systémique induite est phénotypiquement

similaire a la résistance systémique acquise (Ramamoorthy et al., 2001 ; Annapurna et al., 2013).

Cette « immunité » s’initie suite a la perception par la plante de molécules dites «
éliciteurs » produites par les microorganismes bénéfiques. Ce phénomeéne fait appel a la
reconnaissance par 1’hdte d’¢€liciteurs produits par I’agent inducteur, a la transmission d’un signal
pour propager 1’état induit dans tous les organes de la plante et a I’expression de mécanismes de
défense sensu stricto qui permettent de limiter la pénétration du pathogéne dans les tissus de la
plante (Jourdan et al., 2008).Cette étape nécessite des changements structurels comme la
formation de nouveaux obstacles, 1’activité accrue des enzymes lytiques, la production des

métabolites secondaires et des enzymes extracellulaires (Labuschagne et al., 2010).

La résistance systémique induite (RSI) implique différentes voies ; la voie de I’acide
jasmonique et I’éthyléne jouent un réle crucial dans la stimulation des réponses de la défense de
la plante héte contre une variété de pathogenes fongiques, bactériens et viraux, et aussi vis-a-vis

des maladies causées par certains insectes et nématodes(Gupta et al., 2015).
Ce mécanisme se déroule en trois principales étapes :(Jourdan et al., 2008).

A- Elicitation : les PGPR interagissent avec les racines de 1’hote et produisent des

éliciteurs qui sont percus par la plante
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B-Reconnaissance des determinants : un signal est transmis dans I’ensemble de la

plante afin de 1’alerter

C-Expression des mécanismes de défense de I'héte : lors d’une éventuelle attaque par

un agent phytopathogeéne, la plante sera en mesure de répondre plus efficacement a 1’agression.

Chez les bactéries, la liste des espéces décrites ayant de la Resistance systémique induite
a augmente rapidement au cours des derniéres années. Elle inclut plusieurs especes bactériennes
comme P. fluorescens, Burkholderia phytofirmans, B. pumilus, Bacillus cereus, Rhizobium
leguminosarum, P. putida et Serratia marcescens(Dos Santos et al., 2020).

En effet, plusieurs Actinobacteria sont également intensivement étudiées dans le contexte
de la lutte biologique basée sur I’induction de la résistance en particulier les espéces de
Streptomyces qui selon de nombreuses études, se sont montrées comme inducteurs efficaces de
la résistance d’une gamme de plantes hotes, y compris les cultures fourrageéres, les cultures
maraicheres et les espéces ligneuses économiquement importantes telles que I'Arabidopsis, la

pomme de terre, le chéne et I’eucalyptus (Sathya et al.,2017).
11.2.2.4. Production d’enzymes lytiques chez les Rhizobiums

La production d’enzymes est un autre mécanisme de lutte biologique utilisé par les PGPR
pour limiter la prolifération des agents phytopathogénes. Ces bactéries sont capables de
synthétiser une grande variété d'enzymes extracellulaires. (Martinez-Hidalgo et al., 2014), telles
que les nucléases, lipases, glucanases, xylanases, amylases, protéinases, peptidases, peroxydases,
chitinases, cellulases, ligninases, pectinases, hemicellulases et kératinases pouvant lyser les

cellules des germes pathogénes (Sathya et al., 2017).

Grace a ’action de ces enzymes, ces rhizobactéries jouent un role trés important dans la
promotion de la croissance des plantes, en les protégeant contre le stress biotique par la
suppression des champignons pathogenes (Gupta et al., 2015). Ainsi que dans I'amélioration du
rendement, de la croissance et la qualité des fruits et Iégumes en offrent un moyen pour

remplacer les fertiliseurs et les fongicides chimiques(El-Gamal et al., 2016).
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A) Activité cellulasique

Les cellulases sont des enzymes synthétisées par un grand nombre de microorganismes
comprenant aussi bien les champignons (Trichoderma, Aspergillus et Thermomonospora) que les
bactéries (Clostridium)(Kuhad et al., 2011).

La dégradation de la cellulose joue un rdle clé dans le cycle de carbone (Lee et al., 2007),
elle est principalement convertie par les microorganismes en dioxyde de carbone et en méthane
(Eriksson, 1985). Plusieurs bactéries rhizosphériques de genre Pseudomonas et Bacillus, ont la
capacit¢ de produire I’enzyme cellulase. Cette derniere exerce un mécanisme important
d’inhibition fongique, et ceci, par la dégradation de la paroi cellulaire du champignon (Reetha et
al., 2014).

Par conséquent, la cellulase peut étre considérée comme un moyen potentiel dans le
biocontrole pour la stimulation et la favorisation de la croissance des plantes grace a
I’accélération de la décomposition de la matiére organique et de 1’augmentation de la fertilisation

du sol (Ramamoorthy et al., 2001).
B) Activiteé lipasique et estérasique

La production des lipases est influencée par le type et la disponibilité de la source du
carbone et d’azote. Les lipases sont produites durant la croissance bactérienne, ou cette période
de production peut varier de quelques heures a plusieurs jours selon les bactéries et les
conditions environnementales (De Guzman et al., 2008). Ces peptides antifongiques inhibent la
croissance d’un grand nombre de champignons y compris les genres Aspergillus, Penicillium, et

Fusarium, les bactéries et les oomycétes (Munimbazi et Bullerman, 1998).

La synthese des lipases et des estérases par les bactéries EST testées pour participer au
recyclage de la matiére organique en fournissant les éléments nécessaires aux plantes(Ajar Nath
Yadav et al., 2020).

C) Activité protéasique

Les protéases constituent un groupe important d’enzymes jouant un réle dans la nutrition et dans
la dégradation de la matiére organique. En plus, ce sont les enzymes les plus importants dans le
domaine industriel. Elles sont utilisées dans 1’industrie alimentaire, 1’industrie fromageére, les
détergents, domaine de la pharmacologie et la production de médicaments (Muthulakshmi et al.,

2011). Il est bien établi que la production des protéases est 1’'un des mécanismes d’action
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indirecte appliquée par les PGPR dans 1’élimination des microorganismes nuisibles (Ajar Nath
Yadav et al., 2020).

D)Activitéchitinasique

La chitinase est une enzyme hydrolytiqgue. Comme la cellulose, la chitine est un polymere
de chaines droites de sucre (N-acétyl-glucosamine) (Patil et al., 1999). L’implication des
microorganismes producteurs de la chitinase dansla lyse enzymatique des parois des pathogenes
phongique par I’intermédiaire des chitinases extracellulaires, ont été signalés comme agents de
lutte biologique et mécanismes de défense des plantes, par conséquent le bio-contrble, des

différents types de maladies fongique (Bensidhoum et al., 2015).
E) Activité amylasique

Les amylases sont des enzymes qui décomposent I’amidon ou le glycogéne. Elles peuvent
étre produites par plusieurs sources ; microbiennes, animales et méme végétales, mais la plus
demandée en industrie est 1’amylase microbienne grace a sa disponibilité et a sa production
volumineuse (Vidylakshmi, 2009 ; Mathew et al., 2016).Avoir une activité amylasique veut dire
la capacité de solubilisation des nutriments, donc un milieu riche en nutriments cela offre un
endroit favorable pour le développement et la croissance des plantes, cette fonctionnalité peut

étre utilisée en agriculture pour améliorer les rendements(Nabti et al., 2014).
F) Activité uréasique

L’uréase est une enzyme qui catalyse I’hydrolyse de 1’'urée pour former deux molécules
d’ammoniac (NH3) et une molécule de dioxyde de carbone (Sirko et Brodzik, 2000).La
production de cette enzyme peut étre considérée comme un mécanisme indirect de la stimulation
de la croissance des plantes. (Tabli et al., 2013) et (Nabti et al., 2014). Ainsi qu’elle permet a de
nombreuses bactéries du sol d'utiliser I'urée comme source d'azote. L'uréase est également un
facteur de virulence qui améliore la survie des bactéries pathogénes dans des conditions difficiles
au sein de I'néte et provoque directement des dommages dus a I'ammonium et au CO2 (Toffanin
etal., 2002).

11.3. Utilisations des PGPR en agriculture

Depuis les dernieres décennies, la réponse des cultures végétales a I’inoculation par des

PGPR est étudiée dans de nombreuses expériences menées a travers le monde dans les champs et
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sous serres. Sur la base des données obtenues, il est évident que l'inoculation a entrainé des
augmentations significatives des rendements de différentes cultures, sous différentes conditions.
Elles peuvent affecter la croissance et le rendement d’une large gamme de cultures telles que les
céréales ou les légumes. Les traitements avec les PGPR augmentent le pourcentage de
germination, la vigueur des plantules, 1I’émergence, le développement des racines et des tiges, la
biomasse totale des plantes, le poids des semences, la floraison précoce et les rendements de

fruits et des graines (Van Loon et al., 1998 ; Ramamoorthy et al., 2001).

Diverses formulations commerciales De PGPR sont en vente. Des formulations
bactériologiques de Rhizobium spp. Sont disponibles dans plusieurs pays afin de favoriser la
nodulation des légumineuses et de diminuer la fertilisation azotée des cultures. La formulation
« Zea-nit Plus », en vente en ltalie, est un inoculum a base d'Azospirillum sp. Développé pour
inoculer le mais (Zeamays.)(Kloepper, ,1993). De méme, la formulation Quantum 4000, a base
de Bacillus subtilis (Ehremberf) souche A13 (Broadbent et al., 1977), est commercialisée aux
Etats-Unis pour lutter contre le Rhizoctonia solani (chez I'arachide (Arachis hypogaea L), le
haricot (Phaseolus vulgaris L.) et le coton (Gossypium hirsutumL.). En Chine, des PGPR qui
augmentent les rendements sont utilisées dans plusieurs cultures, et ce, depuis 1985 (Kloepper,
1993).

Si on rassemble les bénéfiques de 1’utilisation des PGPR en agricultures on va trouver
que, les PGPR augmentent la qualité de la productivité agricole en offrant les pratiques les plus
fiables et les meilleurs rendements, comme ils sont en mesure d’exercer un effet bénéfique sur la
croissance des plantes telle que 1’augmentation du taux de germination des graines, et
considérées comme une composante pour le maintien de la nutrition adéquate des plantes. Les
PGPR pourraient favoriser 1'absorption des nutriments, réduire ainsi la nécessité de 1’apport
d'engrais et prévenir l'accumulation de nitrates et de phosphates dans les sols agricoles(Yang et
al., 2009).
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I11.1. Criteres de Sélection des souches de rhizobiums

La souche bactérienne choisie entraine une nodulation effective, qu’elle soit capable de
survivre dans des conditions environnementales défavorables, de se reproduire et de coloniser les
racines. Les souches doivent donc posséder les caractéristiques requises pour s’adapter aux

diverses contraintes de I’environnement (Cacciari et al., 2003).

Les qualités microbiennes souhaitables des rhizobiums a utiliser dans la préparation
des inoculants rhizobiens décrits par (Brock well et al., 1982), sont résumés comme suit :
1. Capacité a induire la formation de nodules et la fixation de N2 sur la légumineuse cible ou
[égumineuses
2. Capacité d'infecter et de produire des nodules en présence de rhizobiums concurrents
populations
3. Capacité de fixation de N2 dans une gamme de conditions environnementales
4. Formation de nodules et fixation de N2 en présence de N du sol
5. Bonne croissance dans les milieux, dans le matériau de support et dans le sol
6. Persistance dans le sol, notamment pour le réensemencement des légumineuses annuelles
7. Capacité a migrer depuis le site initial d'inoculation
8. Capacité a coloniser le sol en I'absence d'influence de la racine de I'héte
9. Capacité a tolérer les stress environnementaux
10. Capacité a soutenir la fixation de N2 en association avec un large éventail de génotypes
d'hétes ou cultivars
11. Stabilité génétique pendant le stockage

12. Compatibilité avec les produits chimiques agricoles et autres pansements de semences
I11.1.1. Tolérance a la salinité

Généralement, le stress salin diminue le nombre de nodules ainsi que le poids frais des
plantes et des nodules (Bordeleau et Prevost, 1994). La salinité inhibe la fixation symbiotique de

I’azote en augmentant la résistance a la diffusion de I’oxygene dans les nodosités ayant pour

27



Chapitre 111 Production d’inoculant de Rhizobium

conséquence une inhibition de I’activité de la nitrogénase (Saadallah et al., 2001). De plus, la
salinité diminue la survie des rhizobia et inhibe 1’expansion et la courbure des poils absorbants.
La fixation des rhizobia sur les poils absorbants semble sensible au stress salin, ce qui entraine
une réduction du nombre de ces organes symbiotiques (Saadallah et al., 2001, Benkhaled, 2003).

La salinisation du sol est un facteur limitant, trouver des souches tolérantes a ce phénoméne
est un facteur a prendre en considération, cela dans le but de développer le domaine de

I’agriculture (Singleton et al., 1962).

111.1.2. Effet du pH

Les pH extrémes affectent les deux partenaires symbiotiques. La majorité des
légumineuses nécessitent des pH neutres ou légerement acides pour s’établir dans le sol
Cependant, dans les sols acides, les fortes teneurs en manganése et surtout en aluminium
inhibent la croissance racinaire, le nombre des nodosites et 1’activité de la nitrogénase diminue
ainsi que I’ultrastructure nodulaire se trouvent trés affectées. Le pH du sol a une grande
influence sur la survie et la multiplication des Rhizobiums. Face a I’acidité, les souches de

Rhizobium varient largement dans leur tolérance (Bordeleau et prevost, 1994).
111.1.3. Effet de la température

Les rhizobia sont des bactéries mésophiles et qui peuvent se développer a des
températures se situant entre 10°C et 37°C, la température optimale de croissance de la plupart
des souches étant de 28°C. Toutefois, il existe des souches qui tolerent des températures
extrémes comme celles qui nodulent certaines légumineuses dans les régions arctiques (Lipsanen
et Lindstrom, 1989) ou bien celles isolées dans I’environnement chaud et sec de la savane du
sahel en Afrique et qui peuvent aller a des températures au-dela de 40°C (Eaglesham et Ayanaba,
1984 ; Karanja et Wood, 1988).

Les bradyrhizobia sont plus thermo-tolérants que les souches a croissance rapide (Robert
et al., 1982 ; Munevar et Wollum, 1981) et une tolérance a 48.7°C a été prouvée pour quelques
souches de B. japonicum (Munevar et Wollum, 1981). Néanmoins quelques souches de R.
phaseoli peuvent tolérer des températures de 45°C a 47°C.ces souches peuvent bien tolérer les

hautes températures en revanche elles perdent leur capacité infective (Karanja et Wood 1988).
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111.1.4. Résistance aux antibiotiques

L'aptitude des souches de Rhizobium résistantes a des niveaux élevés d'antibiotiques a été
suggérée par Obaton (1971) pour I'étude écologique des Rhizobium, Par conséquent, la résistance
intrinseque aux antibiotiques (IAR) indique la capacité du Rhizobium a résister aux substances
antimicrobiennes présentes dans le sol(Danso et al., 1973 ;Kuykendall et Weber, 1978,Brockwell
etal., 1995).

La sélection de souches présentant une résistance multiple aux différents antibiotiques est
tres intéressante du fait que cette résistance peut étre utilisee comme un marqueur important pour
leur identification et 1’étude de leur diversité (Josey et al., 1979 ; Shishido et Pepper, 1990 ;
Sawada et al., 1990).

111.1.5. Résistance aux métaux lourds

La sélection de souches résistantes aux métaux lourds présente un grand intérét pratique.
Plusieurs recherches se penchent sur I’utilisation de la symbiose entre des rhizobia et des
légumineuses résistantes comme un moyen efficace de “bioremédiation” contre la contamination
des sols par les métaux lourds. Les bactéries rhizosphériques, peuvent diminuer le stress
metallique induit par les métaux lourds par des mécanismes comme I'efflux d'ions métalliques
vers l'extérieur de la cellule végétale, la biostimulation, la réduction des métaux ou la biosorption
(Outten et al., 2000).Ces mecanismes de résistance sont codés par des genes plasmidiques, des
transposons et probablement par le transfert des génes ou des mutations spontanées qui

permettent aux bactéries d’acquérir une résistance aux métaux lourds (Gremion, 2003).

Les souches de Bradyrhizobium sont plus résistantes aux métaux lourds puisqu’elles ont
la capacité d’alcaliniser le milieu et rendent ainsi les métaux moins disponibles dans leur
environnement. Cependant, une grande variabilité de résistance a différents métaux lourds a été

observée entre les souches appartenant a la méme espece B. japonicum. (Kinkleet al., 1987).
111.1.6. Compétition

Pour qu'une implantation réussisse, il important que les bactéries inoculées survivent dans
le nouvel environnement. Il est toutefois difficile, de fait de la grande hétérogénéité du milieu qui
peut empécher les bactéries d'atteindre et d'occuper les microhabitats les plus propices a leur

survie (Postma et al., 1989) et de prévoir le taux de survie des souches introduites dans un sol.
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Les différentes souches de rhizobia coexistant simultanément dans un sol présentent des
différences de capacité a rivaliser pour I'occupation des nodules, et le succes dans la symbiose
est influencé par les facteurs environnementaux, la plante héte, la taille initiale de la population
de rhizobia et sa répartition dans le sol. (Heijnen et Van Veen, 1991 ; Postma et al., 1989). A ces
contraintes, il faut ajouter la prédation, surtout par les protozoaires, qui est souvent responsable
du déclin des rhizobia, aprés leur introduction dans lesol (Habte et Alexander, 1977). Les autres
facteurs biotiques qui peuvent réduire le nombre des rhizobia incluent les bactériophages, les
parasites comme le Bdellovibrio (Keya et Alexander, 1975), les antibiotiques produits par

d'autres microorganismes et les bactériocines produites par d'autres rhizobia (Hirsch, 1979).

Une résistance intrinséque aux antibiotiques peut donc étre importante, du point de vue
écologique, pour les microorganismes du sol, en raison d'une compétitivité plus élevée et d'une
plus grande aptitude a survivre, principalement dans les sites arides ou la sécheresse et le pH
alcalin favorisent la croissance d'actinomycétes producteurs d'antibiotiques(Keya et Alexander,
1975).

111.2. Processus de production d’inoculant

111.2.1. Sélection des souches

La premiére étape essentielle dans la production d'inoculant pour légumineuses est la
sélection des souches qui vont étre utilisées pour cela, Les souches de Rhizobium les plus
performantes pour une légumineuse poussant dans une zone donnée souvent sont celles isolées a
partir de zones ayant des conditions similaires (Chatel et Greenwood, 1973). Cependant, il n'est
pas exclu de tester D'effectivit¢ et la compétitivit¢ des souches isolées dans des zones
particuliéres bien qu'il n'y ait pas de milieu de culture sélectif pour isoler les rhizobiums.
(Vincent, 1970).

I11.2.2Fermentation

111.2 .2.1 Culture en masse

La production commerciale d'inoculant nécessite la culture de grands volumes de
rhizobium. Les ingrédients qui sont utilisés dans la formulation de la culture liquide doivent

contribuer a la rentabilité globale de la production d'inoculant(Burton,1979).
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Contrairement aux micro-organismes industriels qui sont cultivés pour leurs sous-
produits ou constituants, la production de masse de rhizobiums vise a produire un grand nombre
de cellules viables en peu de temps. Cependant, comme d'autres micro-organismes industriels,
les rhizobiums sont cultivés aseptiquement dans des fermenteurs. Le milieu de culture, la souche
de rhizobium, la température, I'agitation, le pH et I'aération sont les principaux facteurs affectant

la croissance de la population et la densité contrélables (Burton ,1979).

I11. 3. Différents types de support d’inoculant

Le support d’un bon inoculum est une substance solide, semi-solide ou liquide qui peut
contenir un certain nombre de cellules bactériennes durant un temps donné (Khavazi et Redjali,
2000).

I11. 3 .1.L’inoculant solide

L’inoculum solide est le plus utilisé pour I’inoculation des 1égumineuses (Beck et al.,

1993). Deux types de supports sont le plus souvent utilisés

I11.3.1. 2. La tourbe

De la plupart des formes d’inoculum disponibles, celle de la tourbe est la forme la plus
populaire : elle n’est pas difficile a obtenir et a produire et elle maintient une grande

concentration de bactéries viables (Graham-Weiss et al., 1987).
I11. 3.1.3. La vermiculite

Sa nature non organique fait qu’elle est facilement stérilisée sans risque de production de
toxines ou causer de nouveaux changements structuraux. La structure multi-lamellaire de la
vermiculite fournit une aération supérieure et de I’espace pour une prolifération microbienne

(Grahams-weiss et al., 1987).

Ce support a été choisi car, microbiologiquement pur (contient > 10°Rhizobium par
gramme et délivre > 10° rhizobia par graine) et posséde une grande propriété a couvrir les

graines (Graham-Weiss et al., 1987).
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Conclusion

Les légumineuses établissent une relation symbiotique avec les bactéries de sol appelé les
Rhizobium, cette symbiose se manifeste par la formation de nodosité racinaire, dans laquelle se
passe le processus de fixation symbiotique d’azote, cette fixation symbiotique présente un intérét
économique et agronomique trés important, c’est une solution alternative a 1’utilisation des

engrais azotés tres couteux, dangereux pour la santé humaine et polluent pour I’environnement.

Dans ce travail j’ai mis en avant les différentes activités enzymatiques présentes chez les
rhizobiums qui peuvent étre utilisé en agriculture durable pour améliorer les rendements et la
qualité de production agriculture, toute en évitant la pollution causée par I’excés d’utilisation
d’engrais chimiques. Comme on trouve aussi les différentes etapes de processus de production

d’inoculant de Rhizobium, toute en précisant les critéres de sélection des souches.
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Résumé

Les Rhizobiums sont un groupe particulier de bactéries du sol a Gram négative qui
peuvent entrer en symbiose avec les légumineuses et fixer I’azote, cette relation présente un
intérét économique et agronomique trés important. L’objectif de ce travail c’est maitre en
avant certains activités enzymatiques présentes chez les rhizobiums ( cellulasique, lipasique
,estérasiqur, proteasique ,amylasique ,uréasique) qui peuvent étre utiliser dans I’agriculture
,mais aussi 1’étude de la capacité des Rhizobiums de solubilisation de potassium et le
phosphate, la derniére partie de ce travail est consacrée pour le processus de fabrication
d’inoculant de Rhizobium pour I'utiliser dans le domaine de 1’agriculture pour améliorer les

rendements et la qualité des culture.

Abstract

The Rhizobia are a particular bacteria group of soil with Gram negative, that can enter
into symbiosis with legumes and fix nitrogen this relationship present a good interest for
economic and agronomic, the objective of this work is to master some enzymatic activities
present in rhizobia (cellulose,lipase,esterase ,protease,amylase,urease ) ,which can be used in
agriculture ,but also study the capacity of solubilization of potassium and phosphate, the last
part of this work is devoted to the different step of process Rhizobia inoculants used in

agriculture to improve crop yields and quality.



