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Introduction

La croissance constante de la population mondiale exerce une pression croissante sur
les systémes agricoles, incitant les producteurs a intensifier les cultures pour répondre aux
besoins alimentaires. Cette intensification repose largement sur 1’utilisation massive d’intrants
chimiques, notamment les engrais azotés et phosphatés. Bien qu’efficaces a court terme, ces
pratiques entrainent une dégradation des sols, la pollution des ressources hydriques et un
déséquilibre des communautés microbiennes du sol (Li et al., 2023). Dans cette optique, la

recherche d’alternatives écologiques s’impose comme une priorité.

Parmi ces alternatives, I’'utilisation des bactéries promotrices de la croissance des
plantes (PGPR, Plant Growth-Promoting Rhizobacteria) suscite un intérét croissant. Présentes
naturellement dans la rhizosphere, ces bacteries contribuent a la nutrition végétale, a la
stimulation de la croissance et a la protection contre les stress abiotiques et biotiques. Leurs
mécanismes d’action incluent la solubilisation du phosphate, la production de sidérophores, la
fixation de 1’azote atmosphérique et la libération de composés bénéfiques tels que ’'ammoniac

(NHs) ou le cyanure d’hydrogéne (HCN), utilisé en lutte biologique (Hasan et al., 2024).

Certaines souches de PGPR se distinguent également par la production d’enzymes
extracellulaires telles que les cellulases, les amylases, les lipases, les protéases ou les pectinases.
Ces enzymes participent a la biodégradation de la matiére organique et a la suppression des
agents phytopathogénes. L’activité hémolytique observée chez certaines souches (Saberi Riseh

et al., 2024) peut également refléter leur potentiel en production de métabolites bioactifs.

Un atout majeur des PGPR réside dans leur capacité a former des biofilms ; structures
tridimensionnelles leur permettant de s’ancrer aux racines et de résister aux conditions
environnementales défavorables. Ces biofilms, notamment en conditions de stress salin ou
métallique, facilitent la colonisation racinaire, protégent les bactéries, améliorent la rétention
d’eau et favorisent la disponibilité des nutriments (Ajijah et al., 2023). Dans ce processus, les
exopolysaccharides (EPS), éléments constitutifs essentiels de la matrice du biofilm, jouent un

role clé dans ’adhésion cellulaire, la protection contre les stress et la stabilité de la structure.

L’analyse quantitative des EPS permet ainsi d’évaluer le potentiel adaptatif des souches,
leur aptitude a interagir durablement avec les plantes, ainsi que leur efficacité dans des

contextes agroenvironnementaux contraints (Cam et Bicek, 2023 ; Carezzano et al., 2023).



Introduction

Dans un contexte de transition vers une agriculture durable, il devient crucial d’identifier des
souches capables d’assumer plusieurs fonctions : améliorer la croissance vegétale, résister aux
contraintes abiotiques (comme la salinité ou la présence de métaux lourds), tout en contribuant

a la restauration des sols et a la réduction de 1'usage d’intrants chimiques.
C’est dans ce cadre que s’inscrit cette étude s’inscrit et vise a :

- Evaluer les propriétés PGPR d’une collection de souches isolées de la rhizosphére des
Viciae ;

- Caractériser leur potentiel multifonctionnel en conditions standards et sous stress abiotique
(sel et métaux lourds), notamment a travers la production d’enzymes, de biofilms et
d’exopolysaccharides.

- Sélectionner les souches ayant les meilleures aptitudes en matiere de promotion de la
croissance végetale et de tolérance aux stress abiotiques pour une éventuelle application
comme biofertilisants, agents de biocontr6le contre les pathogénes, et comme outils

potentiels de bioremédiation dans des environnements pauvres ou contaminés.
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1. Microorganismes rhizosphériques

La rhizosphere, interface dynamique entre les racines des plantes et le sol, constitue 'un
des environnements microbiens les plus actifs de la biosphére. Elle héberge une diversité élevée
de microorganismes, dont beaucoup interagissent avec la plante hote en influengant sa nutrition,
sa croissance et sa résistance aux pathogénes (Bulgarelli et al., 2013 ; Ling et al., 2022). Ces
communautés microbiennes sont fagonnées conjointement par les caractéristiques de la plante,
du sol, et les facteurs biotiques et abiotiques environnants. Elles comprennent des
microorganismes bénéfiques, qui soutiennent la croissance végétale ; des espéces neutres, qui
participent au réseau trophique via ’utilisation des exsudats racinaires et des pathogenes,
pouvant altérer la santé des plantes. Parmi les microorganismes bénéfiques, les bactéries
associées a la rhizosphere peuvent étre symbiotiques (ex. : Rhizobium) ou libres, évoluant dans
le sol ou a la surface racinaire (Chen et al., 2024).

2. Rhizobacteries promotrices de la croissance des plantes (PGPR)

Les PGPR (Plant Growth-Promoting Rhizobacteria) représentent un groupe fonctionnel
cle dans lagriculture durable. Elles contribuent au développement végétal via plusieurs
fonctions telles que la stimulation de la croissance racinaire, I’amélioration de 1’absorption des
nutriments, la fixation de 1’azote atmosphérique, la protection contre les pathogeéne et
I’induction de la tolérance aux stress abiotiques (sécheresse, salinité, température, métaux
lourds) (Piao et al., 2024).

Ces bacteéries colonisent différents habitats de la plante : la rhizosphere, la phyllosphére,
ou I’endosphere. Les endophytes (PGPE), situés a I’intérieur des tissus végétaux, sont souvent
plus efficaces. Protégés des variations environnementales et en interaction étroite avec I’hote,
ils bénéficient d’un acces privilégié aux exsudats racinaires et peuvent moduler directement les

niveaux d’hormones végétales, favorisant ainsi la croissance (Giauque et al., 2019 ; Vocciante

et al., 2022).

3. Mécanismes d'action des PGPR

Les PGPR agissent via deux grands types de mécanismes ; directs, en améliorant la
nutrition végétale ou en modulant la physiologie de la plante et indirects, en inhibant les
agents pathogénes ou en induisant la résistance systémique (Figure 1) (Kundan et al., 2023

; Olanrewaju et al., 2017).
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Fixation de I'azote

m Solubilisation du phosphate

m Solubilisation du potassium

Promotion directe
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Promotion indirecte ; .
et des J— Production d’enzymes hydrolytiques

plantes (activité
biopesticide) Résistance systémique induite
— Production d’exopolysaccharides

Figure 1 : lllustration des effets directs et indirects des PGPR (Gupta et al., 2015)

3.1. Mécanismes directs

Les mécanismes directs les plus importants et les plus étudiés sont la fixation de
I'azote, la solubilisation du phosphate inorganique, la production de phytohormones
(auxines, cytokinines, gibbérellines) ; la production d’ACC désaminase, qui régule
I’éthyléne et la sécrétion de sidérophores facilitant 1’acquisition du fer (figure 1). Ces
mécanismes pallient les carences fréquentes des sols agricoles en azote et en phosphore,
reduisant ainsi la dépendance aux engrais chimiques (Glick, 2012).

3.1.1 Solubilisation du phosphate

Le phosphore, bien qu’essentiel a de nombreux processus physiologiques (division
cellulaire, biosynthése d’ADN/ARN, conversion d’énergie), est souvent présent dans le sol
sous des formes insolubles. Les PGPR améliorent sa biodisponibilité par la production
d’acides organiques, 1’acidification locale du microenvironnement rhizosphérique et la
chélation de cations complexés au phosphate. Parmi les microorganismes les plus efficaces
dans ce processus figurent plusieurs especes de rhizobia, notamment Rhizobium

leguminosarum, R. meliloti, Mesorhizobium mediterraneum, Bradyrhizobium spp. et
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Bradyrhizobium japonicum. A ceux-ci s’ajoutent d’autres genres bactériens tels que
Bacillus, Pseudomonas, Enterobacter, Arthrobacter, Flavobacterium, Microbacterium,
Rhodococcus et Serratia, reconnus pour leurs capacités a solubiliser et minéraliser divers
composés phosphatés du sol (Fahde et al., 2023 ; Akhreim et al., 2024). Certains champignons
filamenteux, notamment Aspergillus et Penicillium, contribuent également a ce processus.
Ainsi, en améliorant significativement la biodisponibilité du phosphore, ces microorganismes
contribuent a optimiser la nutrition phosphatée des plantes, avec un impact positif sur leur
développement global.

3.1.2. Fixation biologique de I’azote

L’azote (N) constitue un macroélément essentiel a la croissance et a la productivité des
plantes. Toutefois, malgré sa présence abondante dans I’atmosphere sous forme gazeuse (N2),
sa biodisponibilité dans le sol reste limitée en raison des pertes importantes liées a la
volatilisation, a la lixiviation et a la dénitrification. Par ailleurs, ’'usage excessif d’engrais
azotés de synthese, bien que permettant d’augmenter les rendements agricoles, engendre de
graves conséquences environnementales, notamment la pollution des nappes phréatiques et
I’eutrophisation des milieux aquatiques. Face a ces défis, la fixation biologique de 1’azote
(FBN) représente une alternative durable et écologiquement favorable. Ce processus naturel,
assuré par des microorganismes appelés diazotrophes, permet de convertir 1’azote
atmosphérique (N2) en ammonium (NH4"), forme assimilable par les plantes. La FBN contribue
a hauteur d’environ 60 % de I’azote disponible dans la biosphére terrestre (Tahir et Sarwar,
2013).

Les diazotrophes peuvent étre classes en deux grandes catégories :

e Les espéces libres, vivant dans la rhizosphere ou dans le sol, telles que Azospirillum
spp., Azotobacter spp., Acetobacter spp., Bacillus spp., Clostridium spp., Citrobacter
spp., Enterobacter spp., Klebsiella spp., Pseudomonas spp., Serratia spp. et
Streptomyces spp. ;

e Les espéces symbiotiques, qui établissent des associations mutualistes avec des plantes
hotes. Parmi celles-ci, on retrouve les rhizobia, en interaction avec les légumineuses,
ainsi que Frankia spp., en symbiose avec les plantes actinorhiziennes. D’autres
bactéries, comme Herbaspirillum spp., Azoarcus spp. et certaines souches

d’Azospirillum spp., sont associées aux racines de graminées.



Synthése bibliographique

Les bactéries symbiotiques, en particulier les rhizobia, ont démontré une efficacité
remarquable dans la réduction des apports d’engrais azotés. Il est estimé qu’elles permettent
une fixation équivalente a 53 millions de tonnes d’azote par an dans les cultures vivri¢res a

I’échelle mondiale (Fahde et al., 2023), contribuant ainsi a la durabilité des systémes agricoles.

3.1.3. Production de sidérophores

Le fer (Fe) est un micronutriment essentiel pour les plantes, mais sa biodisponibilité est
limitée dans les sols en raison de sa forme majoritairement insoluble (Fe**). Pour pallier cette
carence, certaines bactéries de la rhizosphere, notamment les PGPR (Pseudomonas, Rhizobium,
Bacillus, Azotobacter, Serratia, etc.), sécretent des sidérophores; de petites molécules
chélatantes ayant une forte affinité pour le fer ferrique. Ces composés facilitent la solubilisation
du fer et sa disponibilité pour la plante, tout en participant a 1’atténuation de la toxicité des
métaux lourds et a la lutte biologique contre des phytopathogénes tels que Fusarium,
Aspergillus et Pythium (Timofeeva et al., 2022).

Les sidérophores remplissent donc une double fonction : mobilisation du fer et réduction
du stress environnemental chez les plantes. Ils sont recyclés apres libération intracellulaire du
fer. Des études ont montré que des PGPR comme Gluconacetobacter diazotrophicus et
Azospirillum brasilense améliorent la nutrition ferrique des fraisiers en culture hydroponique,
méme en conditions de carence. Les sidérophores de type hydroxamate se sont révelés plus
efficaces que ceux de type catéchol. Cependant, leur efficacité peut étre affectée par la salinité,
les conditions environnementales (photodégradation, hydrolyse) et la présence de pesticides,
qui alterent la capacité des bactéries a produire ces composés. Une étude a révélé que certains
pesticides organophosphorés (phorate, glyphosate, etc.) réduisent significativement la
production de sidérophores par des souches bactériennes, bien que Pseudomonas fluorescens

reste relativement résistant a ces effets (de Andrade et al., 2023).

3.1.4. Production d’acide indole-acétique (AlA)

L’acide indole-acétique (AIA), principale forme d’auxine, est une phytohormone
essentielle au développement végétal. La syntheése microbienne de I’ AIA, en particulier par les
bactéries de la rhizosphere, est bien documentée. Il est estimé qu’environ 80 % des

microorganismes isolés de cette zone sont capables de produire de I’ AIA en tant que métabolite

secondaire (Ahemad et Kibret, 2014).
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L’AIA d’origine bactérienne peut moduler le pool hormonal endogéne des plantes,
influencant ainsi des processus clés tels que la division cellulaire, la différenciation,
I’¢longation des racines, la formation de tissus vasculaires, ainsi que le développement des
nodules racinaires chez les légumineuses (Tahir & Sarwar, 2013). En agissant comme molécule
de signalisation, I’AIA participe également aux interactions rhizobactérie-plante et peut
influencer I’expression génique de certains microorganismes du sol.

Néanmoins, une régulation fine de cette hormone est necessaire. Des niveaux excessifs
d’AlIA, qu’ils soient exogenes ou induits par des pathogenes, peuvent affaiblir les défenses des
plantes et favoriser leur sensibilité a certaines infections bactériennes (Ahemad & Kibret, 2014).

La majorité des espéces de Rhizobium sont reconnues pour leur aptitude a produire de
I’AIA, ce qui soutient leur role dans la symbiose fixatrice d’azote, notamment par la stimulation
de la nodulation chez les plantes hotes. La régulation hormonale induite par I’AIA apparait
donc comme un levier fondamental dans 1’optimisation des interactions bénéfiques entre les
PGPR et les plantes (Tahir and Sarwar, 2013 ; Ahemad et Kibret, 2014).

3.2.  Mécanismes indirects

La capacité des bactéries de lutte biologique a favoriser indirectement la croissance des
plantes suscite un intérét considérable, tant pour (i) comprendre certains mécanismes sous-
jacents utilisés par ces bactéries que pour (ii) les utiliser commercialement en remplacement
des pesticides chimiques. Les PGPR contribuent a la croissance végeétale par des mecanismes
indirects, principalement en renforcant les défenses naturelles des plantes et en améliorant leur

tolérance aux stress biotiques et abiotiques (Glick, 2012).

3.2.1. Production de substance antibactérienne

Les rhizobactéries promotrices de croissance des plantes (PGPR) synthétisent une large
gamme de métabolites antimicrobiens de faible poids moléculaire, principalement en réponse a
la compétition microbienne dans la rhizosphere. Ces composés, tels que le 2,4-
diacétylphloroglucinol (DAPG), les phénazines, la pyolutéorine, la pyrrolnitrine, les
lipopeptides cycliques (ex. : surfactine, bacillomycine D, fengycine) et le cyanure d’hydrogéne,
présentent des activités antibactériennes, antifongiques, antivirales, insecticides et cytotoxiques
(Hassen et al., 2016 ; Fahde et al., 2023).

Des especes telles que Pseudomonas fluorescens et Bacillus spp. se distinguent par leur

forte capacité a produire ces antibiotiques, jouant un réle crucial dans la lutte biologigue contre
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divers phytopathogeénes. Le mode d’action de ces molécules repose essentiellement sur la
perturbation des membranes cellulaires ou I’inhibition de la synthése de la paroi chez les agents
pathogenes. Parmi les PGPR, certaines souches de Rhizobium leguminosarum bv. trifolii sont
connues pour produire des bactériocines et des antibiotiques peptidiques, comme la trifolitoxine
(TFX), impliqués dans I’inhibition de pathogénes fongiques (Wang et al., 2013 ; Das et al.,
2017). D'autres genres comme Bradyrhizobium produisent la rhizobitoxine, capable de limiter
les infections causées par Macrophomina phaseolina sur des cultures telles que le soja ou
I’arachide.

La biosynthese de ces composés dépend de multiples facteurs, incluant I’état
physiologique de la bactérie, la disponibilité des nutriments, ainsi que des conditions
environnementales (pH, température, teneur en oligo-éléments comme le zinc). Par ailleurs,
certaines PGPR telles que Rhizobium, Azospirillum ou Klebsiella pneumoniae possedent une
activité pectinolytique, renforgant leur efficacité dans le controle des maladies végétales par
dégradation des composés pariétaux des pathogenes (Fahde et al., 2023).

3.2.2. Production d’acide cyanhydrique (HCN)

L’acide cyanhydrique (HCN) est un métabolite secondaire volatil doté de puissantes
propriétés antimicrobiennes. Il agit principalement en inhibant des métallozymes, notamment
les cytochromes C oxydases a cuivre, perturbant ainsi la chaine de transport des électrons et
entrainant une suppression de 1’énergie cellulaire chez de nombreux microorganismes
phytopathogenes (Das et al., 2017).

La biosyntheése du HCN repose sur I’activité de ’enzyme HCN synthétase, en présence
de glycine, son principal précurseur. Plusieurs genres bactériens, dont Rhizobium, Bacillus,
Alcaligenes, Aeromonas et surtout Pseudomonas fluorescens, sont connus pour leur capacité a
produire du cyanure (Fahde et al., 2023). Cette cyanogénése contribue de maniére significative
a la lutte biologique contre les pathogénes du sol.

Par exemple, Mesorhizobium loti MP6, isolé de nodules racinaires de Mimosa pudica,
a déemontreé une production efficace de HCN, inhibant la croissance de Sclerotinia sclerotiorum,
I'agent pathogene responsable de la pourriture blanche chez Brassica campestris (Das et al.,
2017).
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3.2.3. Production d’ammoniac (NHs)

L’azote, ¢lément nutritif essentiel au développement végétal, doit étre converti de sa
forme gazeuse (N2) en composés assimilables, tels que les nitrates (NOs~) ou 'ammoniac (NHs).
Certaines bactéries bénéfiques du sol, notamment les PGPR, participent a cette transformation
via la désamination enzymatique des acides aminés (Bhattacharyya et Ghosh, 2024).

Les genres Pseudomonas, Azospirillum, Rhizobium, Bacillus et Burkholderia figurent
parmi les plus efficaces pour cette production. L’ammoniac ainsi libéré peut-étre directement
absorbé par les racines, améliorant la nutrition azotée des plantes, en particulier dans les sols
appauvris (Fanai et al., 2024).

Outre son r6le nutritionnel, I’ammoniac exerce également un effet suppressif sur les
pathogenes en modifiant le pH local de la rhizosphére, ce qui peut limiter la prolifération de
microorganismes nuisibles. Ainsi, la présence de souches productrices d’ammoniac dans la
zone racinaire contribue a la fois a la santé et a la croissance des plantes (Fanai et al., 2024).

En raison de ces propriétés, les PGPR producteurs de NHs sont considérés comme des
agents prometteurs en biofertilisation. Leur utilisation en agriculture durable offre une
alternative écologique aux engrais azotés chimiques, favorisant la productivité tout en

préservant les écosystemes (Alzate Zuluaga et al., 2024).

3.2.4. Production d’enzymes hydrolytiques

Les bactéries promotrices de la croissance des plantes (PGPR) produisent une large
gamme d’enzymes hydrolytiques extracellulaires qui jouent un role essentiel dans la
colonisation de la rhizosphere, la biodisponibilité des nutriments et la lutte contre les
pathogenes (Ehinmitan et al., 2024). Ces enzymes permettent la dégradation de composés
organiques complexes présents dans le sol ou dans les parois cellulaires des agents
phytopathogenes. Parmi les plus courantes, on retrouve les cellulases, qui hydrolysent la
cellulose en sucres simples ; les amylases, qui décomposent I’amidon ; les lipases, qui catalysent
la dégradation des lipides en acides gras et glycérol ; les protéases, qui fragmentent les protéines
en peptides ou acides aminés ; et les pectinases, qui ciblent les pectines des parois végétales
(Deviet al., 2023). Ces activités enzymatiques facilitent non seulement la croissance des plantes
en améliorant I’assimilation des nutriments, mais permettent également aux PGPR de
supprimer les pathogeénes en perturbant I’intégrité de leurs structures cellulaires. Certaines

souches présentent aussi une activité hémolytique, révélatrice d’une forte production de
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protéines extracellulaires, utilisée dans la compétition microbienne de la rhizosphére. Ainsi, la
production d’enzymes hydrolytiques constitue un mécanisme clé du potentiel biostimulant et

bioprotecteur des PGPR en agriculture durable (Santoyo et al., 2024 ; Ehinmitan et al., 2024).

4. PGPR et stress abiotiques : une stratégie biologique pour la durabilité

agricole

Les stress environnementaux, tels que la salinité, la sécheresse, les températures
extrémes, les métaux lourds et les stress oxydatifs, représentent des contraintes majeures a la
productivité agricole mondiale. Ces stress abiotiques perturbent le métabolisme des plantes en
affectant I’absorption des nutriments, la photosynthése, la division cellulaire et I'équilibre
hydrique, entrainant une réduction significative de la croissance végeétale et du rendement des
cultures (Zhu, 2016).

Dans ce contexte, les bactéries promotrices de la croissance des plantes (PGPR) offrent
des solutions écologiques pour renforcer la résilience des plantes. Leur efficacité repose
notamment sur leur capacité a coloniser durablement la rhizosphére, a induire des réponses
physiologiques favorables chez les plantes et a former des structures protectrices telles que les
biofilms. L utilisation des PGPR constitue ainsi une alternative durable aux intrants chimiques,
en favorisant la productivité agricole dans des contextes environnementaux contraints
(Vurukonda et al., 2016).

4.1. Mécanismes d’adaptation des PGPR face aux stress abiotiques

Les PGPR déploient plusieurs mécanismes pour atténuer les effets négatifs des stress
abiotiques. Ces mécanismes incluent la production de phytohormones (comme I'TAA),
d’enzymes antioxydantes, de sidérophores, d’ammoniac, ainsi que de substances de
signalisation qui favorisent la croissance végétale. En situation de stress, de nombreuses
souches développent également des structures biofilms et produisent des exopolysaccharides
(EPS), qui leur permettent de survivre, de s’ancrer aux racines, et de moduler les conditions

micro-environnementales au bénéfice des plantes (Saharan et al., 2024 ; Li et al., 2024).
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4.2. Formation des biofilms et production d’EPS

4.2.1. Biofilms : structure, fonctions et importance pour les PGPR

Les biofilms sont des communautés bactériennes multicellulaires, structurées en une
matrice extracellulaire composée de polysaccharides, protéines, lipides et ADN extracellulaire.
Cette architecture tridimensionnelle confére une protection accrue contre les conditions
défavorables, une communication intercellulaire efficace (Quorum Sensing), ainsi qu'une
meilleure persistance dans la rhizosphere (Saharan et al., 2024).

Chez les PGPR, la formation de biofilm est un atout pour établir une interaction stable
avec les racines. Elle favorise I’ancrage, améliore la tolérance aux stress abiotiques, et permet
le maintien de fonctions cruciales telles que la solubilisation des nutriments et la protection

contre les pathogenes (Li et al., 2024).

4.2.2. Exopolysaccharides : role structural et physiologique

Les EPS jouent un role fondamental dans la cohésion du biofilm, I’adhésion aux racines
et la protection contre les stress chimiques et physiques. Ils améliorent aussi la rétention d’eau
et la tolérance a des conditions telles que la salinité ou la présence de métaux lourds (Cam et
Bicek, 2023).

Une production abondante d’EPS est corrélée a une plus grande capacité d’adaptation
des souches bactériennes. Ces données sont precieuses pour selectionner des PGPR robustes,
utilisables comme biofertilisants ou agents de biocontréle en agriculture durable (Carezzano et
al., 2023).

4.3. Influence des facteurs abiotiques sur I’efficacité des PGPR

Les conditions environnementales influencent directement la formation des biofilms et
la production d’EPS par les PGPR. Des facteurs tels que le pH, la température, I’humidité¢ du
sol, ou la disponibilité en nutriments affectent I’expression des génes impliqués dans la syntheése
de la matrice biofilm (Beauregard et al., 2013). Par exemple, des stress modérés comme une
Iégere salinité peuvent stimuler la production de biofilm par activation de voies de signalisation
spécifiques (Nadeem et al., 2014).

Les métaux lourds constituent un facteur abiotique particulierement influent. Certaines
PGPR répondent a ce stress en augmentant la production d’EPS, capables de piéger les ions
métalliques dans la matrice biofilm, créant ainsi une barriére protectrice (Gupta et al., 2014).

Cette adaptation permet la survie bactérienne et le maintien des fonctions bénéfiques dans des
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sols contaminés. Toutefois, a fortes concentrations, des métaux comme le cadmium, le plomb
ou le cuivre peuvent inhiber la formation de biofilm en perturbant la croissance bactérienne ou
en détruisant la structure du biofilm (Sinha et al., 2017).

Ainsi, la capacité des PGPR a former des biofilms efficaces dans des conditions de stress
représente un critére essentiel pour leur sélection dans les programmes d’agriculture durable.
Elle garantit non seulement leur survie, mais aussi leur efficacité dans la stimulation de la
croissance végétale et la restauration des sols dégradés (Anbuganesan et al., 2024 ; Bhagat et
al., 2024)

12
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1. Matériel biologique

Les souches bactériennes utilisées dans cette étude appartiennent a la collection du
laboratoire d’écologie microbienne de I’Universit¢ Abderrahmane Mira, Bejaia. Elles
proviennent de différentes régions de Bejaia et sont isolées a partir des nodules de différentes

espéeces de la tribu des Viciae.

Tableau 1 : Matériel biologiques utilisé

Codes Plantes d’origine Codes Plantes d’origine

S1 V. faba cv. minor  S12 V. faba cv. equina
S2 V. faba cv. equina S13 V. faba cv. minor
S3 V. faba cv. equina S14 V. faba cv. equina
S4 V. faba cv. equina S15 V. faba cv. minor
S5 V. faba cv. equina S16 V. faba cv. equina
S6 V. faba cv. equina S17 V. faba cv. minor
S7 V. faba cv. minor  S18 V. faba cv. minor
S8 V. faba cv. equina S19 V. faba cv. minor
S9 V. sativa S20 Pissum sativum
S10 V. faba cv. equina S21 V. faba cv. equina

S11 V. faba cv. equina

2. Méthodes

2.1. Revivification des souches

Les 21 souches bactériennes retenues dans le cadre de cette étude ont été soumises a
une étape de revivification avant utilisation. A cet effet, environ 2 ml de bouillon TSB (Tryptic
Soy Broth) (Annexe 1) ont été ajoutés directement sur chacune des cultures conservées dans
des tubes a essai contenant du YMA (Yeast Mannitol Agar) (Annexe 1) incliné. Ce milieu riche
en nutriments permet de relancer la croissance bactérienne. Les tubes ont ensuite été incubés a
28-30 °C pendant 24 a 48 heures.

Les souches bactériennes revivifiées ont été repiquées sur milieu YMA puis incubées

a 28°C pendant 48 heures. Apres vérification de la pureté des cultures, les souches retenues ont
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été transférées sur tubes inclinés pour une nouvelle incubation puis conserver a 4°C pour usage

ultérieur.

2.2. Evaluation du potentiel promoteur de la croissance des plantes

Pour évaluer le potentiel promoteur de la croissance des plantes, les différentes souches
ont été testées pour leur capacité de solubilisation de phosphate, fixation d’azote, production
des sidérophores, production d’acide indole-acétique (AIlA), production de cyanure
d’hydrogene (HCN) et de production d’ammoniac (NH3).

2.2.1. Solubilisation du phosphate
Deux approches complémentaires basées sur Iutilisation du milieu Pikovskaya (PVK)
(Annexe 1) ont ete utilisées pour évaluer le potentiel de solubilisation du phosphate tricalcique

par les différentes souches.
a. Détection qualitative de la solubilisation du phosphate

La solubilisation du phosphate a été réalisée sur le milieu Pikovskaya contenant
0.5% de phosphate tricalcique (CasPO4) comme source de phosphate insoluble (Pikovskaya,
1948). Le milieu PVK a été ensemencé en spot et a raison de 10ul a partir des précultures
obtenues sur bouillon TSB et dont la densité optique a 630 nm est de 0,1. Apres incubation a
28°C pendant 7 jours, la solubilisation du phosphate se manifeste par 1’apparition d’un halo
clair autour des colonies. Trois répétitions ont été réalisées pour chaque souche. Afin de
quantifier cette activité, les diameétres des colonies et ceux des halos ont €té mesurés puis utilisés

pour calculer I’indice de solubilisation (IS) (Pikovskaya, 1948) selon la formule suivante :
IS= Diametre total (colonie +halo) / Diametre de la colonie

b. Dosage quantitatif de la solubilisation du phosphate

Les souches sélectionnées pour leur capacité a solubiliser le phosphore ont fait
I’objet d’une évaluation quantitative du pouvoir solubilisant par la méthode colorimétrique sur
milieu liquide PVK. Ainsi, 5ml du milieu liquide sont inoculés avec 500ul d’une suspension
bactérienne d’une densité optique de 0,1 a 630 nm. Apres incubation pendant 7 jours a 28°C, le
contenu des tubes a été centrifugé a 6000 tr/min pendant 15 min (Nautiyal, 1999). Le surnageant
a ensuite été récupéré dans des tubes a essai, dans lesquels sont ajoutés 800ul d’un mélange

réactionnel (acide ascorbique a 10% et tartrate de potassium et d’antimoine a 26,6%), 1 ml de

14



Matériel et méthodes

molybdate d’ammonium (0,96%) et 1 ml d’acide sulfurique 4M (Annexe 2). Aprées incubation
a température ambiante et a I’obscurité pendant 30 min, la quantification du phosphate
solubilisé a été réalisée par colorimétrie a 890 nm en se référant a une courbe d’étalonnage
établie en utilisant du phosphate assimilable (K:HPOg4) a différentes concentrations (Amri et
al., 2023). Les résultats représentent la moyenne de trois répétitions.

2.2.2. Fixation d’azote

La capacité des isolats bactériens a fixer 1’azote atmosphérique a été évaluée a ’aide du
milieu NFB (Nitrogen-Free Base) (Annexe 1), dépourvu de source d’azote selon la méthode
décrite par (Alomari et al., 2024). Apres une culture préalable dans du bouillon TSB demi-
concentré a 28°C pendant 48 h sous agitation, 10 pL de chaque culture ont été déposés en spots
sur la surface du milieu NFB. Les boites ont été incubées a 28°C pendant 7 jours. Toute
croissance bactérienne apparente sur ce milieu indique une capacité de fixation de I’azote
atmosphérique. Elle a été évaluée de maniére qualitative selon quatre niveaux : absence (—),
faible (+), modérée (++) et forte (+++). Chaque test a éte réalisé en triplicata pour garantir la

fiabilité des resultats.
2.2.3. Production de sidérophores

La production de sidérophores par les isolats bactériens a été évaluée selon une méthode
qualitative inspirée de Schwyn et Neilands (1987). Apres stérilisation par filtration, 1ml du
réactif CAS (annexe 2) a été ajouté au milieu YMA appauvri en fer (Annexe 2), avant sa
solidification. Les isolats ont ensuite été déposeés par spots de 10 pL sur la surface du milieu,
puis incubés a 28 °C pendant 24 a 48 heures. Apres incubation, une fine couche du réactif CAS
préparé dans une eau gélosée a été ajoutée en surface (Slama et al., 2019). Apres une période
maximale de 30 minutes, un changement de couleur est observé dans le milieu superposé,
entourant exclusivement les spots des souches productrices, passant du bleu au violet (pour les
sidérophores de type catéchol) ou du bleu a l'orange (pour les souches produisant des
hydroxamates). Toutes ces expériences ont €té réalisées avec trois répétitions pour chacune
d'entre elles (Pérez-Miranda et al., 2007).
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2.2.4. Production des phytohormones : Acide Indole-Acétique

Pour évaluer la production d'acide indole-3-acétique (AlA), Les différentes souches
bactériennes ont été cultivées dans un milieu aux sels de Winogradsky (WS) (Annexe 1). Le
milieu a été inoculé avec les cultures bactériennes et incubé a 28°C pendant 7 jours. Apres
incubation, les cultures ont été centrifugées a 10 000 tr/min pendant 10 minutes pour éliminer
les cellules bactériennes. Le surnageant obtenu a été mélangé avec le réactif de Salkowski
composé¢ de 50 mL d'acide perchlorique a 35 % et de 1 mL de FeCl: 0,5 M (Annexe 2). Le
mélange a été incubé dans I'obscurité a température ambiante pendant 25 minutes. L'apparition
d'une coloration rose indique la présence d'AlA, dont la concentration a été déterminée par
spectrophotométrie a 530 nm, en se référant a une courbe d'étalonnage établie avec des solutions
standards d'AlA de concentrations comprises entre 0 et 35 pug/ml (Loper et Schroth, 1986). Les

résultats obtenus représentent la moyenne de trois répeétitions.

2.2.5. Production de cyanure d’hydrogéne (HCN)

La production de HCN par les isolats bactériens a éte évaluee selon le protocole de
Lorck (1948). Des boites de Pétri contenant une gelose nutritive enrichie en glycine (4,4 g/L)
(Annexe 1) ont été ensemencées en spot a raison de 10 pL. Trois répétitions ont été réalisées
pour chaque souche. Une fois les spots déposés, un disque de papier Whatman imbibé d’une
solution de picrate de sodium, préparée avec 5 % d’acide picrique et 2 % de carbonate de
sodium, a été placé a I'intérieur du couvercle. La boite a alors été scellée a I’aide de parafilm
pour éviter toute dispersion des gaz, puis incubée a 28°C pendant 7 jours. Le résultat positif est
identifié par le changement de couleur du papier, passant du jaune a une teinte allant de I’orange

au marron, signe de la production d’HCN.

2.2.6. Production d’ammoniac (NHs)

La production d’ammoniac par les isolats bactériens a été évaluée selon la méthode
décrite par Cappuccino et Sherman (2014). Brievement, 50 pL de culture bactérienne fraiche
ont été inoculés dans 5 mL d’eau peptonée (annexe 1), puis incubés a 28°C pendant 72 heures.
Apreés incubation, 250 pL de réactif de Nessler ont été ajouté a 1mL de la culture bactérienne.
Le réactif réagit avec I’ammoniac pour former un complexe coloré, dont I’intensité varie du
jaune pale au brun foncé, proportionnelle a la quantité de NHs produite. Une coloration jaune
pale indique une faible production, tandis qu’une coloration brun foncé signale une production

élevée.
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2.2.7. Production d’enzymes hydrolytiques
2.2.7.1. Activité Cellulolytique

L’activité cellulase a ¢été testée sur un milieu solide contenant 5 g/L de
carboxymeéthylcellulose (CMC). Des spots de 10 pL de culture bactérienne ont été déposés sur
la surface du milieu, suivi d’une incubation a 28°C pendant 48 heures. Apres incubation, les
boftes ont été traitées avec une solution d’iode a 1 % (Annexe 2) durant 10 a 15 minutes.
L’apparition dun halo clair autour des colonies indique la dégradation de la CMC en glucose,

révélant une activité cellulolytique (Kasana et al., 2008).

2.2.7.2. Activité protéasique

L’évaluation de I’activité protéolytique a été effectuée sur gélose YMA enrichie avec 2
% de lait écrémeé (annexe 1), ajouté apres sterilisation. Des aliquotes de 10 pL de culture ont
été ensemences en spot, puis incubés a 28°C pendant 48 heures. La formation d’un halo clair

autour des colonies, di a I’hydrolyse de la caséine, témoigne de la production de protéase.

2.2.7.3. Activité amylolytique

La détection de I’activité amylolytique a été réalisée sur gélose contenant 1 % d’amidon
soluble (Annexe 1). Apres dép6t en spot de 10 pL de culture et incubation a 28°C pendant 72
heures, la présence de zones dépigmentées (halos clairs) autour des colonies apres avoir ajouté

de la solution d’iode indique I’hydrolyse de I’amidon, révélatrice d’une activité amylasique.

2.2.7.4. Activité Lipasique

L’activité lipase a été détectée sur gélose YMA supplémentée, aprées autoclavage, avec 2 % de
Tween 80 (Annexe 1). Des spots de 10 UL de culture ont été déposés, suivis d’une incubation
a 28°C pendant 48 heures. Un halo opaque formé autour des colonies témoigne de ’hydrolyse

des triglycérides, traduisant une activité lipasique.

2.2.7.5. Activité Pectinolytique

La capacité pectinolytique a été évaluée sur un milieu solide contenant 0,5 % de pectine
(Annexe 1). Apres dép6t de 10 pL de culture et incubation a 28 °C pendant 48 heures, le milieu
a été coloré avec du rouge Congo (0,05 %). L’apparition de zones dépigmentées autour des

colonies indique une dégradation de la pectine, signe d’activité pectinolytique.
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2.2.7.6. Activité hémolytique

Le test d’hémolyse est réalisé sur gélose supplémentée avec 5 % de sang de mouton
défibriné (Annexe 1). Les souches ont été ensemencées par spots de 10 pL, incubées a 28 °C
pendant 72 h. Les réactions observées sont: B-hémolyse (halo clair), a-hémolyse (teinte
verdatre due au méthémoglobine), y-hémolyse (absence de lésion) (American Society for
Microbiology, 2012).

2.3 Evaluations de I’effet du stress sur la formation de biofilm

La formation de biofilms a été évaluée par la méthode de coloration au cristal violet, qui
permet de quantifier la biomasse adhérente. Le développement des biofilms a été effectué dans
des microplaques stériles a 96 puits. Un volume de 200 uL de chaque suspension bactérienne a
ensuite été distribué dans les puits de la microplaque contenant du milieu YMB additionné du
NaCl a des concentrations de 0, 50, 100 et 150 mM, du cadmium a 0, 20, 40 et 80 uM ou du
plomb a des concentrations de 0, 400, 800, 1600 uM, afin d’évaluer I'influence du stress salin
et du stress métallique sur la production des biofilms. Trois répétitions ont été realisées pour
chaque souche et chaque condition. Un témoin négatif ainsi qu’un témoin sans contraintes ont
¢té prévus. L’incubation a ¢été réalisée a 28 °C pendant 48 heures, sans agitation, afin de

favoriser 1’adhésion bactérienne et la formation du biofilm.

Apres incubation, le surnageant a été retiré délicatement a I’aide d’une micropipette, et
chaque puits a été lave trois fois avec 200ul d’eau distille stérile pour éliminer les cellules non
adhérentes. Les plaques ont été ensuite retournée sur du papier absorbant pour éliminer I’exces
de liquide. La coloration du biofilm a été effectuée par ’ajout de 200ul de cristal violet a 0,1%,
avec une incubation de 15 a 20 minutes a température ambiante. Le colorant a éte éliminé, et
les puits ont été rincés 3 a 5 fois a I’ecau détaillée. Les plaques ont été laissées sécher a I’air
libre, retournées sur du papier absorbant pour sécher. Le colorant retenu a ensuite été solubilisé
a ’aide de d’éthanol pur. La densité optique a été mesurée a 590 nm a ’aide d’un lecteur de

microplaque.

Les souches ont été classées selon les critéres de classification de la capacité de
formation de biofilm établis, sur la base de seuils d’absorbances (DOc) mesurées en
microplaque apres coloration au cristal violet.

- Non productrice de biofilm (-) DO < DOc

- Faible production de biofilm (+) DOc < DO < 2x DOc¢
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- Production modéré de biofilm (++) 2x DOc < DO < 4x Doc
- Forte production de biofilm (+++) 4x DOc < DO

Ou : DOc = DO moyenne du contrdle négatif + (3 x 1’écart type du contrdle négatif)

2.4 Evaluation de la production des exopolysaccharides

2.4.1. Extraction des exopolysaccharides

La production d’exopolysaccharides (EPS) a été réalisée dans des erlenmeyers de 250
mL contenant 70 mL de milieu liquide YMB (Yeast Mannitol Broth) stérile, préalablement
ajusté a un pH initial de 6,8. Chaque flacon a été inoculé avec 3,5 mL d’une culture bactérienne
fraiche en phase exponentielle, puis incubé a 28 °C sous agitation constante a 150 rpm, afin

d’assurer une oxygénation optimale et de favoriser la biosynthese des EPS.

Apres 72 heures d’incubation, les cultures ont été centrifugées a 6 000 tr/min pendant
15 minutes a 4 °C, en vue d’¢éliminer les cellules bactériennes. Le surnageant contenant les EPS
solubles a été soigneusement récupéré. Son pH a ensuite été ajusté a 7,25 a I’aide d’une solution
de NaOH ou de HCI 1 N, afin de stabiliser les composés extracellulaires. Enfin, 3 g de NaCl
ont été ajoutes a chaque flacon contenant la suspension, dans le but de favoriser la précipitation

des exopolysaccharides.

La précipitation des exopolysaccharides (EPS) a été effectuée par 1’ajout d’un volume
d’éthanol a 95 %, préalablement refroidi a 4 °C, pour un volume équivalent de surnageant. Le
mélange a ensuite été incubé a 4 °C pendant une nuit afin de permettre la précipitation compléte
des polysaccharides. Le lendemain, les EPS précipités ont été récupérés par centrifugation a 5
000 tr/min pendant 15 minutes a 4 °C. Le culot obtenu, contenant les EPS, a été soigneusement

resuspendu dans 10 mL d’eau distillée stérile en vue de leur quantification ultérieure.

2.4.2. Dosage des exopolysacharides

Le dosage des exopolysaccharides (EPS) a été realisé selon la méthode colorimétrique
au phénol-acide sulfurique, couramment utilisée pour la quantification des glucides totaux. Le
culot obtenu apres précipitation, puis resuspendu dans 10 mL d’eau distillée stérile, a servi de
solution d’analyse. Pour chaque échantillon, un volume de 1 mL de la solution d’EPS a été
transfére dans un tube & essai, puis mélangé avec 0,2 mL de phénol a 5 %. L’ajout immeédiat de
1 mL d’acide sulfurique concentré a ensuite été effectué de maniere rapide et uniforme. Le

mélange a éte homogénéisé par agitation douce, puis incubé dans un bain-marie a 95 °C pendant
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3 minutes. Aprés refroidissement & température ambiante, les tubes ont été conservés a
I’obscurité pendant 30 minutes afin de permettre le développement optimal de la coloration.
L’intensité de la coloration orangée, proportionnelle a la concentration en glucides, a été
mesurée a une longueur d’onde de 480 nm a I’aide d’un spectrophotométre. Une courbe
d’étalonnage a €té établie en utilisant des concentrations croissantes de glucose (0 a 100

ug/mL), ce qui a permis d’exprimer les résultats en pug/mL équivalent glucose.

3. Analyse statistique

Les données recueillies ont fait I'objet d'une ANOVA a un seul facteur et d’une
comparaison multiple des moyennes, en utilisant la méthode Tukey HSD (Tukey Honest

significant difference).
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Résultats et discussion

1. Evaluation du potentiel PGPR
1.1. Solubilisation de phosphate

La capacité des souches bactériennes a solubiliser le phosphate tricalcique (Casz(POa)2)
a d’abord été évaluée sur milieu solide a I’aide du calcul de I’indice de solubilisation du
phosphate (ISP). Cette évaluation repose sur I’observation de halos clairs autour des colonies,
témoignant de la mise en solution du phosphate insoluble. Les résultats ont mis en évidence une

variabilité importante entre les isolats testés (Figure 2).

Figure 2 : Tllustration de I’activité de solubilisation du phosphate en fonction des souches étudiées

L’analyse des indices de solubilisation du phosphate (ISP) révele une variabilité
significative entre les différentes souches bactériennes, indiquant des aptitudes contrastées a
mobiliser le phosphate insoluble. Cette variabilité est frequemment rapportée dans la littérature,
notamment chez les PGPR, dont les capacités dépendent de leur génotype, de leur origine
environnementale et de leur métabolisme.

La souche S16 se démarque nettement avec les ISP les plus élevés, suggérant une
capacité particulierement efficace a mobiliser le phosphate insoluble du milieu. Cette
performance pourrait s’expliquer par une production accrue d'acides organiques tels que ’acide
gluconique, citrique ou oxalique, reconnus pour leur réle dans la solubilisation du phosphate
tricalcique.

Les souches S12, S2, S9 et S5 présentent également des niveaux d’ISP intéressants,
indiquant un bon potentiel phytobénéfique. Ces valeurs supérieures a 1,8 sont généralement

considérées comme indicatrices d’une activité de solubilisation efficace.
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Les souches S10 et S21, aux valeurs identiques, confirment une performance modérée,
tandis que S3, S7 et S20 se situent en bas du classement, traduisant une faible activité de
solubilisation. Cela pourrait s’expliquer par une expression réduite des enzymes (phosphatases
acides/alcalines) ou une faible production d’acides organiques responsables de la mobilisation
du phosphate, comme 1’acide gluconique ou citrique.

A I’opposé, les souches S7 et S20 affichent les indices les plus faibles, ce qui refléte une
capacité réduite a solubiliser le phosphate. Cette faible performance pourrait étre liée a une
absence ou a une sous-expression des voies métaboliques impliquées dans la production
d'agents solubilisants, ou a une faible excrétion extracellulaire de métabolites.

La variabilité des ISP reflete la diversité fonctionnelle des souches testées. Cette
diversité constitue un levier précieux pour la sélection de souches PGPR performantes, adaptées
aux besoins en biofertilisation dans différents contextes agroécologiques. Ces résultats justifient
des investigations complémentaires sur la nature des composés sécrétés et I’analyse génomique
des voies impliquées dans la solubilisation du phosphate.

Le dosage du phosphate soluble produit par les différentes souches bactériennes, en
milieu liquide, met en évidence une variabilité significative entre les isolats, confirmée par les
lettres indiquant les groupes statistiques selon le test de Tukey HSD (p < 0,05).

La souche S11 se distingue nettement par une concentration significativement tres
élevée en phosphate soluble. Cette performance exceptionnelle suggere un potentiel élevé de
solubilisation du phosphate, possiblement lié a une forte production d'acides organiques ou a

une régulation efficace des voies métaboliques associées a la libération de phosphore.

Les souches S7 et S5 affichent des rendements intéressants, bien que significativement
inférieur a celui de S11. Plusieurs autres souches, comme S2, S16, S3 et S12, forment un groupe
intermédiaire, avec des concentrations comprises entre 4 et 9 pg/ml, traduisant une activité
modérée. En revanche, les souches S19, S21 et surtout S20 se situent au bas du classement,
avec des productions nettement plus faibles. La souche S20 est statistiquement différente de
toutes les autres et présente une tres faible capacité a solubiliser le phosphate dans les conditions
testées.

Ces résultats corroborent 1’observation selon laquelle la solubilisation du phosphate est
une caractéristique souche-dépendante, influencée par des facteurs physiologiques et

biochimiques propres a chaque isolat.

22



Résultats et discussion

1.2. Fixation d’azote

La croissance observée sur le milieu N-free (NFB), dépourvu de toute source d’azote,
chez 95,24 % des souches testées (soit 20 sur 21), atteste de leur capacité a fixer 1’azote
atmosphérique sous forme libre (figure 4). Ce résultat est révélateur du potentiel de ces souches
en tant que bactéries promotrices de la croissance des plantes (PGPR), qui jouent un rdle clé

dans I’amélioration de la nutrition azotée des végétaux.

Figure 3 : Mise en évidence de la fixation libre du diazote en fonction des souches étudiées

Parmi les PGPR, les bactéries du genre Rhizobium occupent une place particuliere en
raison de leur double capacité : fixation symbiotique de l’azote en association avec les
Iégumineuses, et parfois fixation libre dans la rhizosphére. Ces bactéries abritent des génes
fonctionnels essentiels a ce processus, notamment nif, fix et nod. La présence de ces génes
conféere aux Rhizobium spp. un avantage écologique et agronomique important, leur permettant
d’apporter de 1’azote assimilable aux plantes dans des sols pauvres, sans recours aux engrais
chimiques (Goyal et al., 2021 ; Lindstrém et Mousavi, 2020).

Outre Rhizobium, d'autres PGPR non symbiotiques appartenant a des genres tels que
Azospirillum, Azotobacter, ou encore certaines souches de Pseudomonas et Bacillus, possédent
¢galement cette aptitude a fixer I’azote de maniére libre. Ces bactéries interagissent avec les
racines via la rhizosphere, améliorant la croissance végeétale par un apport localisé en
ammoniac, souvent couplé a d’autres mécanismes comme la production d’auxines ou la

solubilisation de phosphate (Rodge et al., 2016 ; Bharti et al., 2022).
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1.3.  Production de sidérophores

Parmi les 21 souches de Rhizobium testées, 16 souches (76,19 %) ont montré une
production positive de sidérophores, tandis que 2 souches (9,52 %) se sont révélées négatives
(figure 4). L’analyse des halos colorés sur le milieu CAS (Chrome Azurol S) a permis de
caracteriser les types de sidérophores produits. Les souches S2, S3, S4, S5, S6, S8 et S16 ont
généré des halos bleu-violet, typiques des sidérophores de type catécholate, reconnus pour leur
forte affinité envers le fer ferrique (Fe**) (Neilands, 1995). En paralléle, les souches S7 et S14
ont montré une décoloration bleu-orange, suggérant la production de sidérophores de type
hydroxamate, également efficaces pour la chélation du fer, bien que généralement Iégérement
moins puissants que les catécholates (Saha et al., 2016). Enfin, trois souches (14,29 %) ont été
classées comme non déterminées (ND) en raison d’une réponse chromatique ambigué,

nécessitant des analyses complémentaires.

Figure 4. Mise en évidence de la production de sidérophores en fonction des souches étudiées

La forte proportion de souches productrices de sidérophores témoigne de leur potentiel
en tant que bactéries promotrices de la croissance végétale (PGPR). Ces molécules jouent un
role clé dans I’acquisition du fer dans les environnements pauvres en fer biodisponible, tout en
limitant sa disponibilité pour les microorganismes phytopathogénes. Ainsi, elles contribuent
indirectement a la protection de la plante hote contre les agents pathogénes en établissant une
compétition pour le fer dans la rhizosphere.

La diversité des types de sidérophores identifiés reflete également la variabilité
fonctionnelle des souches étudiees, ce qui constitue un atout dans la perspective d’un usage
agronomique. Les sidérophores de type catécholate sont couramment produits par des genres
tels que Pseudomonas, Enterobacter, ou Klebsiella, tandis que les hydroxamates sont
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fréquemment associés a Azotobacter et certaines souches de Rhizobium (Neilands, 1995). Cette
observation suggere que les souches locales de Rhizobium pourraient présenter un potentiel
multifonctionnel comparable a celui d'autres PGPR bien étudiés, renforcant leur intérét comme
bio-inoculants.

Des etudes antérieures soutiennent ces observations. Par exemple, Bhagat et al. (2014)
ont rapporté que 88 % des isolats de pois chiche testés dans leur étude produisaient des
sidérophores, soulignant la fréquence élevée de ce caractére parmi les bactéries
rhizospheériques.

La production de sidérophores chez la majorité des souches étudiées constitue un
indicateur fort de leur aptitude a promouvoir la croissance végétale et a agir en tant qu’agents
de biocontrdle naturels, ce qui justifie leur sélection pour des applications futures en agriculture
durable.

1.4. Production des phytohormones : acide indole acétique

La production d’AIA a été observée chez I’ensemble des 21 souches testées, comme en
témoigne I’apparition d’une coloration rose-orangée caractéristique apres addition du réactif de
Salkowski, confirmant la synthése de cette phytohormone de type auxine (Figure 5). Toutefois,
I’intensité de la coloration variait visiblement d’une souche a I’autre, suggérant des différences

quantitatives dans la production d’AIA.
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Figure 5 : Mise en évidence de la production d’AIA en fonction des souches étudiées

La quantification spectrophotométrique réalisée a 530 nm, en se basant sur une courbe
d’étalonnage (annexe 3), a permis de déterminer les concentrations d’ AIA produites par chaque

souche. Les résultats montrent une variation significative entre les souches (test LSD, p <0,05).
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La souche S7 s’est distinguée par la production la plus élevée d’AIA suivie des souches
S5, S6, S2 et S12. L’analyse de la variance (ANOVA) a confirmé que ces souches figuraient
parmi les plus performantes, avec des différences statistiquement significatives par rapport aux
autres isolats. A Iinverse, les souches S13, S15, S17, S18, S19, S20 et S21 ont montré des

niveaux de production plus faibles ;

La capacité a produire des niveaux élevés d’AIA confére a ces souches des propriétés
PGPR accrues, notamment dans la stimulation du développement racinaire, I’amélioration de
I’absorption de I’eau et des nutriments et la tolérance aux stress abiotiques, comme la salinité
ou la sécheresse (Glick, 2012). Ainsi, les souches les plus performantes, notamment S7, S5, S6,
S2 et S12, peuvent étre envisagées pour des applications concretes en agriculture durable et

inoculation biofertilisante, en particulier dans des environnements a faible fertilité naturelle.

1.5. Production de cyanure d’hydrogéne (HCN)
La production de cyanure d’hydrogene (HCN) a été détectée chez 54,14 % des souches
de Rhizobium testées (soit 12 sur 21), comme en témoigne 1’apparition d’une coloration orange

sur le papier Whatman imbibé de réactif spécifique (figure 6).

Figure 6 : Mise en évidence de la production d’HCN en fonction des souches étudiées

Parmi les souches positives, certaines, comme la souche S6, ont montré une production
modérée a faible, tandis que 7 souches (33,33 %) n’ont exprimé aucune activit¢ HCN
détectable. Ces résultats sont cohérents avec ceux d’Ahemad et Kibret (2014) qui ont signalé
une fréquence de production de HCN de 52 % chez des isolats de Pseudomonas fluorescens
issus de la rhizosphere. Une proportion similaire a également été rapportée chez divers PGPR
par Blumer et Haas (2000).

Chez les Rhizobium, la production d’HCN peut conférer un avantage compétitif dans la

rhizosphére en limitant la croissance de microorganismes nuisibles, tout en favorisant
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I’établissement symbiotique avec la plante hote. Ce mécanisme est particulierement pertinent
dans les sols pauvres ou renfermant des pathogénes, ou I’action antimicrobienne du HCN

favorise la survie des bactéries bénéfiques et stimule la croissance végétale.

1.6. Production d’ammoniac
Parmi les souches testes, 16 souches (76,2%) ont montré une production positive
d’ammoniac, révélée par un changement de coloration du jaune a brun aprés 1’ajout du réactif

de Nessler (figure 7).
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Figure 7 : Mise en évidence de la production de NH3

Cette forte fréquence est en accord avec les travaux de Kumar et al. (2018), qui ont
observé la production d’ammoniac chez environ 70 % des isolats rhizosphériques. Ces résultats
confirment que la production d’ammoniac est un trait courant chez les PGPR, jouant un role clé
dans leur interaction avec les plantes.

Bien que ce mécanisme soit largement étudié chez des genres tels que Pseudomonas,
Bacillus ou Azotobacter, plusieurs études récentes ont démontré que des souches de Rhizobium,
traditionnellement connues pour leur symbiose fixatrice d’azote, possédent également cette
capacité de production extracellulaire d’ammoniac en condition libre (Gopalakrishnan et al.,
2015). Cela met en lumiére la polyvalence fonctionnelle des Rhizobium, capables d’exercer des

effets bénéfiques aussi bien dans leur forme symbiotique que libre.

1.7.  Activités enzymatiques

L’analyse des activités enzymatiques a révélé une diversité fonctionnelle importante
parmi les souches de Rhizobium étudiées, traduisant leur aptitude a interagir efficacement avec
la rhizosphere et a exercer un réle bénéfique sur la croissance des plantes.

Dans cette étude, 57,14 % des souches ont exprimé une activité protéolytique. Ce taux

est inférieur a celui rapporté par Rasool et al. (2021) (69 %). La production de protéases
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extracellulaires est considérée comme un mécanisme indirect, capable de dégrader les protéines
constitutives des parois fongiques et de limiter ainsi 1’établissement des pathogenes dans la
rhizosphere.

L’activité cellulolytique, détectée chez 80,95 % des isolats, refléte la capacité des
souches a produire des cellulases. Ces enzymes facilitent non seulement la dégradation de la
cellulose des résidus organiques du sol, améliorant la biodisponibilité du carbone, mais
également la lyse des parois cellulaires des champignons pathogenes.

Un taux équivalent (80,95 %) a été observé pour I’activité amylolytique. Cette fréquence
indique une excellente capacité a hydrolyser I’amidon. Cela suggere une aptitude a utiliser des
sources carbonées complexes, favorisant leur colonisation rhizosphérique et leur persistance
dans le sol.

L’activité pectinolytique, détectée chez 52,38 % des souches, confirme leur capacité a
dégrader la pectine, composant essentiel de la paroi végeétale.

L’activité hémolytique a été observée uniquement chez 23,81 % des souches, ce qui
indique un faible potentiel pathogene. Cette faible fréquence est cohérente avec les observations
de Bevivino et al. (1994), qui ont rapporté une faible incidence de I’hémolyse chez les bactéries
rhizosphériques.

Les résultats obtenus montrent que plusieurs souches de Rhizobium possedent des
profils enzymatiques variés (figure 8), soulignant leur potentiel en tant que PGPR
multifonctionnels.

Chez les Rhizobium, traditionnellement reconnus pour leur capacité de fixation d’azote

symbiotique, ces fonctions enzymatiques témoignent d une polyvalence écologique importante.
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Figure 8 : Mise en évidence des activistes enzymatiques (a. Hémolytique : un halo clair, b.
activité lipolytique : un halo opaque, c. activité protease : un halo clair, d. activité cellulase :

un halo clair, e. activité amylolytique un halo clair, f. activité pectinolytique : un halo clair)

2. Analyse de la diversité fonctionnelle des souches PGPR par classification
hierarchique (CHA)

Le dendrogramme obtenu par la classification hiérarchique ascendante (CHA), basée
sur les résultats des différents tests fonctionnels (traits PGPR), a permis de regrouper les 21
souches de Rhizobium en sept classes distinctes, selon un seuil de dissimilarité fixé a 22,27 %
(Figure 9).
Classe 1 : Elle regroupe les souches S4, S7, S18 et S9, qui présentent un profil enzymatique
riche (cellulases, amylases, pectinases) et une forte production de cyanure d’hydrogéne (HCN).
Classe 2: Cette classe rassemble les souches S10 et S14, marquées par une activité
amylolytique élevée et regroupe des souches peu performantes sur les autres fonctions PGPR.
Classe 3 : Cette classe regroupe les souches S19, S1, S20 et S11, aux profils intermédiaires,
elles possedent des fonctions conservées telles que la fixation d’azote atmosphérique, la
production d’ammoniac et une activité cellulolytique.
Classe 4 : Constituée des souches S13, S2, S3 et S12, cette classe regroupe les souches les plus

riches en traits PGPR, associant solubilisation du phosphate, production d’HCN et d’ammoniac.
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Ce profil les rend particulierement intéressantes pour le biocontrdle et la mobilisation des
nutriments. Les différences enzymatiques entre ces souches (protéases, pectinases) renforcent
leur complémentarité fonctionnelle, utile dans des formulations microbiennes mixtes.

Classe 5 : Unique par sa composition, cette classe ne comprend que la souche S6 qui présente
un profil exceptionnel, combinant fixation de 1’azote, production de sidérophores et de HCN,
ainsi qu’une tres forte activité amylolytique.

Classe 6 : Composeée des souches S16, S5, S15 et S8 qui montrent une variabilité modérée sur
les traits PGPR, notamment la solubilisation du phosphate, la production d’ammoniac et
I’activité protéolytique.

Classe 7 : Elle comprend les souches S17 et S21, caractérisées principalement par la fixation
de I’azote et la solubilisation du phosphate tricalcique, deux fonctions clés dans I’amélioration

de la fertilité des sols pauvres.
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Figure 9 : Classification hiérarchique ascendante basée sur les caractéres PGPR
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3. Tolérance aux stress abiotiques et formation de biofilm
3.1. Stress salin et de formation de biofilm

En absence du sel (0 mM NaCl), la majorité des souches présentent une bonne aptitude
a produire du biofilm, ce qui témoigne de leur potentiel naturel d’adhésion et de colonisation
de la rhizosphére. Cependant, plus la salinité augmente, une variabilité marquée dans les
réponses a été observée. Ces résultats révelent une tolérance différentielle au stress osmotique
selon les souches.

La distribution des réponses selon les classes observées dans le dendrogramme de
classification hiérarchique ascendante (figure 10) révele une corrélation intéressante entre la
richesse en traits PGPR et la tolérance au NaCl. Les souches appartenant aux classes 3, 4 et 5 ;
ayant combiné plusieurs fonctions se sont révélées parmi les plus tolérantes, maintenant une
formation de biofilm stable méme & 150 mM. C’est le cas des souches S11, S7 et S9. A
I’inverse, les souches des classes 2 et 7, dépourvues d’activités enzymatiques notables ou
d’aptitude a produire des métabolites secondaires protecteurs, ont montré une baisse marquée

de production de biofilm.

La capacité des PGPR a former des biofilms sous stress salin est un critere crucial dans
la sélection de bioinoculants pour les sols salins.

Ces résultats confirment que la formation de biofilm n’est pas un trait isolé mais dépend
étroitement de 1’expression conjointe d’autres fonctions PGPR. Les souches S7, S9, S11 et S19,

par leur tolérance remarquable et leur richesse fonctionnelle.
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Figure 10 : Evaluation de la formation de biofilm en présence du NACL

3.2. Effets des métaux lourds sur la formation de biofilm
3.2.1. Casdu plomb

La formation de biofilm a été étudiée chez treize souches bactériennes soumises a des
concentrations croissantes de plomb (Pb) : 0, 400, 800 et 1600 png/ml, dans le but d’évaluer leur
tolérance a ce stress metallique. Cette approche vise a simuler des conditions de contamination

environnementale croissante, notamment dans les sols pollués par des métaux lourds.

A la concentration maximale de 1600 pg/ml de plomb, une forte variabilité de réponses a
été observée parmi les souches testées. Cing souches (S2, S3, S7, S9, S12) illustrant une
tolérance élevée au stress métallique. Une seule souche, S19 a été totalement inhibée (-), ne

montrant aucune formation de biofilm a ce niveau de contamination.

Selon Harrison et al. (2007), la croissance et la production de biofilm aux différentes
concentrations seraient liées a une efficacité élevée des mécanismes de protection impliquant
la séquestration des ions Pb*". Ces mémes auteurs ont rapporté que la tolérance aux métaux
lourds serait également liée a des mécanismes physiologiques.

Les résultats rapportés par Teitzel et Parsek (2003) ont montré que le biofilm agit

comme une barriere physique limitant la pénétration des ions métalliques.

32



Résultats et discussion

3.2.2. Cas du cadmium

L’évaluation de la formation de biofilm en présence de concentrations croissantes de
cadmium (Cd) (0, 20, 40 et 80 pg/ml) montre qu’a la concentration maximale de 80 ug/ml, la
tolérance est variable selon les souches testées (figure 11).
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Figure 11 : Distribution des niveaux de tolérance au cadmium

Schue et al. (2011) ont rapporté que divers mécanismes expliquent la détoxication du
cadmium chez les bactéries, notamment I'exclusion, la liaison et la séquestration. Le cadmium
est éliminé des cellules par des transporteurs d'efflux de métaux réduit sous forme de sulfure de
cadmium, précipité sous forme de sels insolubles, immobilisé dans les parois cellulaires ou lié

a des agents chélateurs

4. Evaluation de la production des exopolysaccharides

Le dosage quantitatif des exopolysaccharides produits par les souches de PGPR révele
une variabilité significative entre les isolats testes. La souche S3 se distingue par une production
maximale, ce qui représente la concentration la plus élevée parmi toutes les souches analysées.
L’analyse de la variance a un facteur (ANOVA), suivie d’un test de comparaison multiple des
moyennes selon la méthode de Fisher LSD, confirme que cette production est significativement

supérieure (p = 0,016) a celle des souches S8 et S12.

Les souches S5 et S9, bien que présentant une production d’EPS inférieure a S3, S8 et

S12, restent classées parmi les productrices intermédiaires.
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La faible production d’exopolysaccharides comme dans le cas des souches S11, S13,
S21, S7 et S9 serait due, a une non-activation des genes de biosynthése des polysaccharides ou

a des conditions de culture qui ne favorisent par leur expression.

5. Relation entre production d’exopolysaccharides et formation de biofilm

chez les PGPR
L’analyse conjointe des résultats de production d’exopolysaccharides et de la formation
de biofilm chez les souches PGPR étudiées révele une corrélation positive entre ces deux
paramétres physiologiques. Les souches telles que S3, S7, S9 et S12, qui affichent une
production élevée ou intermédiaire d’EPS, maintiennent également une forte formation de
biofilm sous stress abiotique (NaCl, Pb, Cd). A I’inverse, des souches comme S11, S13 et S21,
qui produisent de faibles quantités d’EPS, montrent une capacité réduite a former des biofilms,

en particulier sous stress salin ou métallique.
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Conclusion

Ce travail a permis d’examiner en profondeur le potentiel multifonctionnel de plusieurs
souches bactériennes, principalement du genre Rhizobium, isolées a partir des nodules de
différentes espéces de la tribu Viciae, dans le but de les valoriser en tant que bioinoculants.
L’objectif central était d’évaluer leur aptitude a favoriser la croissance végétale, leurs tolérances
a divers stress abiotiques, ainsi que leur capacité a contribuer a la bioremédiation des sols
pollués.

Les 21 souches selectionnées ont été soumises a une serie de tests afin de caractériser
leur fonction PGPR. Une grande majorité (95,23%) a démontré une capacité a fixer 1’azote
atmosphérique, confirmant leur role potentiel dans I’enrichissement naturel des sols. La
solubilisation du phosphate sur milieu solide a montré une variabilité marquée, avec des indices
de solubilisation éleves chez les souches S16 et S19.

L’analyse quantitative de la production d’AIA a mis en évidence une importante
diversité fonctionnelle. La souche S7 s’est démarquée avec la concentration la plus éleveée,
suivie de S5, S6, S2 et S1.

La majorité des isolats a produit des siderophores, dont les types catécholates et
hydroxamates ont pu étre identifiés selon la nature des halos observés. La production de cyanure
d’hydrogéne a été détecté chez la moitié des souches, et celle d’ammoniac chez la majorité.

Les tests enzymatiques ont révélé un potentiel métabolique large. Les activités
cellulosique et amylolytiques ont été les plus fréquentes (80,95%), suivie des activités
proteolytique (52,14%), péctinolytique (52,38%), lipolytique et hémolytique (23,81%).

La formation de biofilms a également été analysée en condition standard et sous stress
(Nacl, Cd, Pb). Plusieurs souches ont maintenu une production stable méme en conditions
extrémes, ce qui reflete leur réesilience écologique.

Ces résultats démontrent que plusieurs souches rhizosphériques possedent des
propriétés bénéfiques. Elles représentent ainsi des candidates adaptées a I’agriculture durable,
limitant 'usage d’intrants chimiques

Néanmoins, ces données nécessitent des validations complémentaires. 11 serait pertinent de :

- Tester leur efficacité sur différentes especes végétales, en condition contrélées puis en
plein champ ;

- Evaluer leur propriétés antifongiques et antimicrobiennes, spécifiques ;

- ldentifier les genes d’intérét impliqués dans la biosynthése de composés bénéfiques ;

- Développer des formulations d’inoculant stable adaptées a diverses conditions agro-

écologiques ;
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- Etudier leur tolérance au stress physique (température, sécheresses, pH, UV, ...) ;
- Comparer leur performance et leur compétitivité vis-a-vis des espéces indigenes des

sols.

En somme, cette étude met en évidence I’importance de la sélection et de la valorisation
des PGPR performants, notamment du genre Rhizobium, comme leviers biologiques clés pour

une agriculture plus durable, efficiente et adaptée aux enjeux environnementaux actuels.
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Annexe 1 : Composition des milieux de culture

Milieu Pikovskaya PVK (g/l)

GIUCOSE ...ttt 10
Ca3(PO4)2 weeeeieiiieiee e 5
MQCla, BH20 ..o 5
MQSO4, TH2O ..o 0,25
KClao et 0,2
(NH2)2S004 .. 0,1
AN e 15
Eau distillée .........cooveiiie gsp 1000 mL
Bouillon TSB demi-concentré (g/l)

Digest de caseine (pancréatique) ..........cceevverveeneeninnns 8,5
Digest de soja (papain digest)........cccccverveiiieniiienineinens 1,5
Chlorure de sodium (NaCl) .......cccocoveviiiiiiiieiceee, 2,5
Phosphate dipotassique (K2HPOu4) ...ooooiviveeiiiiieee 1,25
GIUCOSE.....eeiieie et 1,25
Eau distillée ........ccoovveeeiieiee e gsp 1000 mL
PH e 7,3

Le milieu est ensuite stérilisé par autoclave a 121°C pendant 15 minutes.

Milieu Nitrogen-Free Base (NFB) solide (g/l)

Malate de SOdiUM ........cooveeiiiiiiiii 5
KoHPO e 0,5
KH2P O 0,5
MOSOs, TH20 i 0,2
NACT ..o 0,1
CACL2 et 0,02
FECTa. ittt 0,005
NazMOO4 2H20 .o 0,0005
AAGAT e 15
Eau distillée ..........ooovveevieeieecec e gsp 1000 mL
PH e 7

Le milieu est ensuite stérilisé par autoclave a 121°C pendant 15 minutes.
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Yeast Mannitol Agar (YMA)

MaNNItOL ..o 10 g/L
MESO4 TH20 ..o 0,2 g/L
Extrait de levure .......ooooveeeeeiiiii, 0,4 g/L
KoHP O 0,5 g/L
NACH ... 0,1¢g/L
AGAN . 15 g/L
Eau distillée .......c.ooviiie e gspllL
PH e 6,8

Le milieu est ensuite stérilisé par autoclave a 121°C pendant 15 minutes

Milieu de Winogradsky (WS)

Dihydrogénophosphate de potassium (KH2POs)......0,4 g/L
Sulfate de magnésium heptahydraté (MgSO.-7H.0)0,8 g/L
Nitrate de potassium (KNO3) ....ccoevvveiiienieiiiiennene 4 g/L
Hydrogénophosphate de sodium (Na:HPO.)............ 1,4 g/L
SACCNAIOSE ... .vveeiiee e 10 g/L
L-tryptophane ..........ccovveeiiiee e 2 g/L
Eau diStillée .........ccovveeiiiiecee e gsplL
Gélose nutritive enrichie en glycine

GElOSE NULFIEIVE ...oveeeiee e 25 g/L
GIYCINE ... 4,4 g/L
Eau diStillée .........ccovveeiiieeiiecee e, gsplL
Eau peptonée

=T ] (0] 1= USRS 10 g/L
NACH ... 59/L
Gélose au carboxyméthylcellulose a 1 % (CMC)

CMC L0 it 10 g/L
PEPIONE ...t 59
MESO04 TH20 ..ot 0,5g/L
Extrait de levure ........ooovveiiieieiieecee e 2 g/L
133 & 170 VTSRO 1g/L
NACH ... 59/L
AGAC i 15 g/L
Eau distillée .........coovveeiiicec e, gsplL
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Gélose au lait écrémé

Solution de lait ECréme ..........cccoocvviiiieiiiieeeee e 7%
PEPLONE ... 5g
Extrait de Ievure ......oooooeeeeeeeiiie, 2,59
GIUCOSE ... 19
AN e 159
Eau distillée ..o qgsp 1000ml
PH e 7,0
Gélose a ’amidon

PEPLONE . 59
Amidon soluble (1%) ......cccooeeiiiiiie 10g
AQAr-agar ....ccooeieeeeiiiie et 159
Eau distillée ........cccoooviiiiiiii gsp 1000 ml
PH e 7,0
Gélose au Tween 80 a 2 %

TWEEN B0 .. 2%
PEPLONE .. 59
Extrait de levure ........ccoveevie e 2,59
AQAI-a0AT5 ..vvviiiiiiiiiiiiiie e 159
Eau distillée ........ccoveeieiecieee e gsp 1000 ml
PH e 5,0
Gélose a la pectine 0,5 %

PECHINE ...t 5¢
(NHa)2SO041 ittt 19
MESO04 TH20 ..ot 0,29/L
KH2POi.iiiiiiieee e 1g/L
AGAT-20A5 ©..viiiiiieeee et 159
Eau distillée .........ccoveevieeiee e gsp 1000 ml
PH s 5,54
Gélose au sang

SaANG MOULON ...t 5%
PEPLONE .o 0,5%
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Extrait de levure .......oooooveeeiiiiii e, 0,3%
NACH ..., 0,5%
AGAr-80A5 ...oeiiiiiiiiieeiiee e 1,5%
Eau distillée ........ccooveiiii gsp 1000 ml
DH et 7,4
Yeast Mannitol Broth (YMB)

MaANNIEOL ... 10g/L
Extrait de leVure........ooooveeeeeiiieee, 0,4g/L
K2HPOA ... 0,5g/L
MQSO4*TH20......cociiiiiie e 0,2g/L
NACH ..., 0,1g/L
Eau distillée ..o gsp 1000mL
PH e 7,0

Le milieu est ensuite stérilisé par ’autoclavage a 121°C pendant 15 minutes

Bouillon Luria-Bertani (LB)

TIYPLONE o 10g
Extrait de leVUre ........coovveiiiieice e 5¢
Chlorure de sodium ........ccceeviiieiiii e 0,59
EaU diStIIEE .....eeeeeiiee e qsp 1000 ml

Annexe 2 : Réactifs utilisés

Réactif de Salkowski
Acide perchlorique @ 35 % ....ooooviiiiiiiiiiiiieee 50 mL
Solution de FEClz 4 0,5 M .....ovvvvviiiiiiiiiiiiiiiieeceeeeees 1 Ml

Solution Chrome Azurol S (CAS)

Solution 1 : dissoudre de Dissoudre 8,28 mL d’acide chlorhydrique (HCI1) pur dans 100mL
d’eau distillée

Solution 2 : Prélever 500 pL de la solution 1

Solution 3 : Ajouter 13,5 mg de FeCls, 6H20 a la solution 2 sous agitation jusqu’a dissolution

compléte.
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Solution 4 : Dissoudre 12,5 mg de Chrome Azurol S (CAS) dans 10 mL d’eau distillée.
Solution 5 : Mélanger 1,5 mL de la solution 3 avec 7,5 mL de la solution 4

Solution 6 : Dissoudre 36mg de HDTMA (Hexadécyltriméthylammonium bromure) dans 10
mL d’eau distillée.

Solution finale de CAS : Mélanger 9 mL de la solution 5 avec 6 mL de la solution 6. La solution

obtenue doit étre bien homogénéisée avant utilisation.

Solution d’iode a 1%

Todure de potassium ............ocevviiiiiiiiiiiiiiieennnnn. 29
Jode. ..o g
Eaudistillée .............oooiiiiiii qsp100 ml

Solution de rouge Congo

ROUQE CONQO.. .ot 0,05
Bthanol........oonoe e 10mL
Eau distillée. ... e, 90mL

Solution de Cristel violette a 0,1%
Cristel VIolet.......ooviii e, 0,1%
Eaudistillée............ooiiiiiii qsp 100mL

Solution de molybdate d’ammonium a 0,96%
Molybdate d’ammonium .....................ocoeeenanl. 0,96g

Eau distillée. ....oooeeeee e, 100 ml

Solution d’Acide ascorbique a 10%

Acide ascorbique .....ooueiuiiiii e 5¢g
Eaudistillée.............oooiiiiii gspS0OmL
Solution de tartrate de potassium

Tartrate de potassium .............covveviiiiiiiiennenn.. 0,1334¢g
Eaudistillée. ..o qsp S0 mL
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Solution de picrate de sodium

Acide picrique a 5%
Eau distillée
Carbonate de sodium a 2%

Eau distillée

Solution de glucose

DO a 890 nm

y = 0,0467x
R = 0,8992

2 4

6

Concentration du phosphate

Figure 16 : Courbe d’étalonnage pour dosage du phosphore
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Résumé

Cette étude met en évidence la complémentarité fonctionnelle de plusieurs souches de PGPR
(Plant Growth-Promoting Rhizobacteria), ouvrant la voie a la formulation d’un consortium
bactérien synergique. La souche S7, productrice d’acide indole acétique (AIA), stimule
I’allongement et la ramification des racines, améliorant ainsi I’exploration du sol. La souche
S16, quant a elle, se distingue par une forte capacité de solubilisation du phosphate, contribuant
a une meilleure nutrition minérale des plantes. La production d’exopolysaccharides (EPS) et la
formation de biofilm par la souche S3 assurent une protection cellulaire accrue et favorisent
I’ancrage durable des bactéries dans la rhizosphére. En paralléle, la souche S5 présente des
activités enzymatiques impliquées dans la dégradation de polyméres organiques, participant a
la libération de nutriments et a la défense contre les pathogénes. La production de sidérophores
par la souche S12 améliore la disponibilité du fer dans I’environnement racinaire, un ¢lément
crucial pour la croissance végétale. Enfin, la tolérance au stress abiotique de la souche S9
conféere au consortium une stabilité fonctionnelle dans des conditions environnementales
contraignantes.

Mots clés : PGPR, Rhizobium, Consortium bactérien, Solubilisation du phosphate, Biofilm,
Agriculture durable

Abstract

This study highlights the functional complementarity of several strains of PGPR (Plant Growth-
Promoting Rhizobacteria), paving the way for the formulation of a synergistic bacterial
consortium. Strain S7, which produces indole acetic acid (IAA), stimulates root elongation and
branching, thereby improving soil exploration. Strain S16, meanwhile, stands out for its high
phosphate solubilisation capacity, contributing to better mineral nutrition for plants. The
production of exopolysaccharides (EPS) and the formation of a biofilm by strain S3 provide
increased cell protection and encourage the bacteria to take root in the rhizosphere over the long
term. At the same time, strain S5 has enzymatic activities involved in the degradation of organic
polymers, helping to release nutrients and defend against pathogens. The production of
siderophores by strain S12 improves the availability of iron in the root environment, a crucial
element for plant growth. Lastly, the abiotic stress tolerance of strain S9 gives the consortium
functional stability under restrictive environmental conditions.

Keywords : PGPR, Rhizobium, Bacterial consortium, Phosphate solubilization, Biofilm,
Sustainable agriculture

udla

Les ((PGPR) bl sail 35 5l 4y y3all L i€l oV (g aall ok ol) JalSall e ¢ guiall Al ) 038 Lald
Dl Al (JAA) i) J oY) (anad daiid) (S7 AL 533 ) ik (5,88 Callas o S8 (3 plall gl
Loe cctilins o) 403 e Alall L 8 S16 ALl Jaai (s AT Al o Ay il GLESIA) (g (lnd Laa clge i
an) 53 Ay gual) a2 Y 0 5S55 (EPS) Aan JAD) Sl Gilanse 2 ey, Gabaally Ll 4383 (puend 8 agasd
A sl el pa (535l ) saal) Al alaie JS LS ra i 5 a5 A1) dlead) 335 5 S3 AL
Gt i pliall g 481l pualiall ($Ua) 84S HLis Ay gl Ol jadd gl Jlas 3 & LSS Gy 33 ddaiil S5
i) gail il jamie a g ¢l Ay 8 daall 165 e aaall Jal sal S12 AL ) (lead il Y

Bagaall Ayl g Hlall (a8 aladDU Gads 5 15) iu) S A (g sl 58 dlgal) Jaad miag ¢ 30l
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