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Introduction 

L'augmentation rapide de la population mondiale (au rythme de 1,05 % par an) a conduit 

à l'émergence de la malnutrition chez environ 2,4 milliards de personnes. Pour nourrir la 

population mondiale croissante, les produits agrochimiques sont utilisés pour augmenter la 

productivité des cultures dans un but d'agriculture intensive. Cependant, l'utilisation continue 

et excessive de produits agrochimiques entraine des effets néfastes tels que l'affaiblissement 

des racines des plantes, le taux élevé d'incidence des maladies, l'acidification des sols et 

l'eutrophisation des nappes phréatiques et d'autres masses d'eau (Babin et al. 2019 ; Daniel et 

al. 2022). L'impact de ces produits chimiques n'affectera pas seulement les générations 

actuelles, mais aussi les générations futures. Il est donc nécessaire de rechercher des approches 

respectueuses de l'environnement telles que les biofertilisants, qui jouent un rôle majeur dans 

l'agriculture durable (Kumar et al., 2018 ; Daniel et al., 2022). 

 Les biofertilisants sont largement utilisés pour accélérer les activités microbiennes qui 

augmentent la disponibilité des nutriments que les plantes peuvent facilement absorber. Ils 

augmentent la fertilité du sol en fixant le N2 atmosphérique et en solubilisant les phosphates 

insolubles dans le sol, ce qui produit des substances chimiques favorisant la croissance des 

plantes. Ces biofertilisants utilisent le système biologique naturellement disponible, ce qui 

améliore considérablement la fertilité du sol et, par conséquent, la productivité des cultures 

(Aloo et al., 2022). 

Les biofertilisants sont des formulations microbiennes de souches PGPR qui peuvent 

être immobilisées ou piégées sur des supports inertes afin d'améliorer la croissance des plantes 

et la fertilité des sols (Aloo et al., 2022). L'application de biofertilisants permet d'augmenter le 

rendement de diverses cultures d'environ 25 % et de réduire l'utilisation d'engrais N et P 

inorganiques d'environ 25-50 %. Elle permet également d’augmenter la germination des 

graines, la vigueur des semis, la levée des graines, la croissance des racines et des pousses, la 

biomasse totale des plantes, le poids des graines et la floraison (Korir et al., 2023). 

Les biofertilisants sont divisés en groupes en se basant sur leurs fonctions et leurs 

mécanismes d'action. Les plus couramment utilisés sont les fixateurs d'azote, les solubilisateurs 

de potassium, les solubilisateurs de phosphore et les rhizobactéries favorisant la croissance des 

plantes (PGPR) (Daniel et al., 2022). 

C’est dans ce contexte que s’inscrit cette présente étude qui a pour objectifs :  
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-D’évaluer la capacité des souches retenues dans cette étude de fournir les éléments 

essentiels (N et P) à la croissance des plantes ;  

-Rechercher la capacité de production d’agents de stimulation de la croissance des 

plantes ; 

-Recherche de la capacité de ces souches à être utilisées comme agents de biocontrôle ; 

Mettre en évidence la capacité de dépollution et de bioremédiation. 
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Chapitre 1 : Synthèse bibliographique 

I. Généralités sur les légumineuses 

La famille des légumineuses également appelée fabacées (Fabaceae) est la troisième 

plus grande famille d’Angiospermes (plantes à fleurs), après les céréales en termes d'importance 

agricole, sur la base de la production en surface totale récoltée. Elle appartient à l’ordre des 

Fabales et comprend environ 765 genres et 19500 espèces (Lewis et al., 2005 ; Han, S et al 

2020). 

Les légumineuses sont classées en six sous-familles : Caesalpinioideae DC., 

Duparquetioideae LPWG, Cercidoideae LPWG, Detarioideae LPWG, Dialioideae LPWG, et 

Papilionoideae. DC. (LPWG, 2017). Les Papilionoideae constituent l'une des plus grandes 

sous-familles, avec 28 tribus, 476 genres et 13 860 espèces, qui sont les plus diversifiées et les 

plus largement distribuées (Gepts et al., 2005).  

Les légumineuses de la tribu des Vicieae (syn. Fabeae) appartiennent à la sous-famille 

des Papilionoideae, cette dernière regroupe diverses espèces de plantes herbacées annuelles, 

réparties en cinq genres : Lathyrus L. (gesse/pois doux), Lens L (lentilles), Pisum L.( pois), 

Vicia L. (vesces,)  et le genre monotypique Vavilovia Fed. (Smýkal et al., 2011 ; Han, S et al 

2020). 

Parmi les cinq genres, Pisum L compte 3 espèces à savoir le pois (Pisum sativum), une 

plante annuelle de la famille des Fabacées (Fabaceae) qui se présentent généralement sous la 

forme de pois cassés.  Elle est considérée comme la deuxième légumineuse la plus cultivée au 

monde (Agrios 1988 ; Sirwaiya 2015).  

Lens L compte 4 espèces, représenté par Lens culinaris comme espèce cultivée la plus 

connue comme produit principale alimentaire dans de nombreuses parties du monde (Erskine 

et al., 2011). Lens culinaris a été cultivée pour la première fois au Proche-Orient il y a plus de 

8500 ans et s'est depuis propagée à la Méditerranée, certaines régions d'Asie et à ensuite a été 

introduit en Amérique du Nord dans les années 1900 (Oplinger et al., 1990).  Elle est riche 

en tannins, la catéchine et les procyanidines ainsi que les flavonoïdes, tels que les glycosides 

de flavonols et les flavones, qui ont été identifiés dans le tégument de la graine (Vidal-

Valverde et al., 1994 ; Dueñas et al., 2002, 2003). 
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Lathyrus L comprend 150 éspeces selon Kupicha (1983) dont certaines ont une 

importance économique en tant que plantes vivrières, fourragères et ornementales 

(principalement L. sativus , L. cicera et L. odoratus , respectivement), L. sativus (pois à gazon) 

est l’espèce de Lathyrus cultivées la plus importante comme culture vivrière et a été centrale 

pour l'alimentation animale ou le fourrage depuis l'Antiquité ( Vaz Patto et al., 2014).  

Le genre Vicia regroupe environ 120 espèces réparties dans l’hémisphère Nord tempéré 

et l’Amérique du Sud, cultivé pour la première fois entre l’Afghanistan et l’Est méditerranéen, 

elle s’est ensuite développée en direction de l’Afrique du Nord, de l’Asie Centrale, de l’Europe 

Centrale et Occidentale (Duc, 1997). 

       Les légumineuses présentent de nombreuses fonctionnalités nutritionnelles et 

technologiques pour l’industrie agroalimentaire, elles jouent un triple rôle dans la protection 

des sols contre l’érosion, le contrôle des mauvaises herbes et ont également de nombreux 

avantages agro-environnementaux à travers l'amélioration et le maintien de la fertilité des sols 

grâce à leur aptitude à fixer l’azote atmosphérique en symbiose avec les microorganismes du 

sol (Akakpo et al., 2001 ; Ben Friha., 2021). En produisant des semences et des aliments de 

haute qualité, la culture de légumineuses peut augmenter les revenus des exploitations agricoles 

en particulier la quantité d'engrais nécessaire ; elles se distinguent aussi par leur forte teneur en 

fibres alimentaires (Pissum sativum) (Carsky et al., 2003). 

 Les espèces des genres Lathyrus et Vicia occupent déjà des niches particulières dans les 

systèmes agricoles en raison de leur adaptation à l'environnement, un large éventail de 

conditions et de leur capacité à pousser là où d'autres légumineuses alimentaires et fourragères 

traditionnelles ne conviennent pas (Izverscaia, 2020). 

II. La Rhizosphère  

La rhizosphère, terme employé pour la première fois en 1904 par Hiltner, dérive d’un 

mot grec « rhizo » signifie racine et « sphère » signifie champs d’influence (Morgan et al., 

2005). La rhizosphère correspond à la zone du sol soumise à l’influence des racines (Cregut, 

2009). Cette partie du sol est le siège des interactions mutuelles entre le sol, les micro-

organismes et la plante (Kirdi, 2011). Elle peut être définie comme la partie du sol qui est 

adjacente au système racinaire d'une plante et qui est influencée par les exsudats racinaires 

(Manoharachary et Mukerji, 2006) où les racines libèrent une grande quantité de métabolites 

à partir des poils absorbants ou de système racinaire fibreux. La racine de la plante a un large 
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effet sur les caractéristiques du sol à savoir le pH, potentiel d’oxydoréduction et apportent de 

nombreux éléments via les exsudats racinaires (Alabouvette et al., 2018). 

La rhizosphère comporte trois composantes distinctes (Figure 1) : l’endorhizosphère, le 

rhizoplan et l’ectorhizosphère (Gray et Smith. ,2005). 

L’endorhizosphère : représente les parties du cortex et l’endoderme dans lesquelles les 

microorganismes et les cations occupent l’espace libre entre les cellules. 

Le rhizoplan : représente la zone médiane directement adjacente à la racine, y compris 

l’épiderme racinaire et le mucilage. 

L’ectorhizosphère : représente la zone extérieure associée au rhizoplan (McNear, 

2013). 

 

Figure 1 : Structure de la rhizosphère (McNear, 2013) 

III. Les rhizobactéries promotrices de la croissance des plantes (PGPR) 

Les PGPR (Plant Growth-Promoting Rhizobacteria) peuvent être classées de plusieurs 

manières (figure 2), Par exemple, sur la base de leur interaction avec les plantes, les PGPR 

peuvent être divisées en bactéries symbiotiques et en rhizobactéries libres. Leur classification 

est également influencée par leur lieu de résidence ; les PGPR intracellulaires (iPGPR), 

illustrées par Rhizobia sp. et Frankia sp. habitent les cellules des plantes, forment des nodules 

et sont localisées dans des structures spécialisées. Au contraire, les PGPR extracellulaires 

(ePGPR) habitent l'environnement externe des cellules végétales, ne forment pas de nodules 
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mais favorisent néanmoins activement la croissance de la plante. En outre, les PGPR sont 

classées selon leurs rôles fonctionnels en quatre catégories : biofertilisants (amélioration de la 

disponibilité des nutriments pour les plantes), phytostimulateurs (facilitation de la croissance 

des plantes, souvent par la production de phytohormones), rhizoremédiateurs (participation à la 

décomposition des polluants organiques) et biopesticides (aide à la lutte contre les maladies, 

principalement par la synthèse d'antibiotiques et de métabolites antifongiques) (Ghosh et al., 

2024).  

 

 

Figure 2 : Classification des rhizobactéries promotrices de la croissance des 

plantes (Ghosh et al., 2024) 

Selon Tilak et al. (2005), les souches de PGPR appartiennent généralement à cinq 

taxons principaux : Actinobacteria, Bacteroidetes, Cyanobacteria, Firmicutes et 

Proteobacteria. Il est rapporté que les PGPR les plus couramment étudiées de ces taxons sont 

Azospirillum, Azotobacter, Bacillus, Enterobacter, Gluconacetobacter, Paenibacillus, 

Pseudomonas, Rhizobium, et Serratia (Bhattacharyya et Jha, 2012 ; Arora, 2015 ; Verma et al. 

2019). 

Selon Gray et Smith. (2005), les PGPR sont divisées en quatre catégories en fonction 

de leur niveau d'association avec les racines des plantes : (i) celles qui vivent à proximité des 

racines, (ii) celles qui vivent à la surface des racines (bactéries colonisant le rhizoplan), (iii) 

celles qui résident dans les tissus racinaires (espaces entre les cellules corticales) et (iv) celles 

qui vivent à l'intérieur des cellules des structures racinaires spécialisées ou des nodules. Sur la 
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base de ces associations, les PGPR peuvent être divisées en deux groupes principaux : (i) 

extracellulaires (ePGPR) ou rhizosphériques et (ii) intracellulaires ou endophytiques (iPGPR) 

(Vessey 2003 ; Santoyo et al., 2016). 

Les iPGPR existent à l'intérieur des cellules végétales, dans des structures nodulaires 

spécialisées. Les Rhizobia et les Frankia sont les membres les plus étudiés de ce groupe 

(Gopalakrishnan et al., 2015). Ces deux groupes de bactéries peuvent fixer l'azote 

atmosphérique de manière symbiotique avec des plantes supérieures et sont largement étudiés 

en tant que promoteurs de la croissance des plantes symbiotiques (Ahemad et Kibret, 2014). 

Les rhizobia présentent diverses activités PGP, mais la fixation biologique de l'azote (BNF) est 

la plus importante (Arora et al., 2017). Les rhizobia sont connus comme symbiotes des 

légumineuses avec 238 espèces et 18 genres, appartenant à 3 classes différentes : α- 

protéobactéries (Rhizobium, Mesorhizobium, Bradyrhizobium, Azorhizobium, Ensifer , 

Methylobacterium, Devosia, Microvirga, Ochrobactrum, Phyllobacterium, Shinella, 

Allorhizobium, Pararhizobium, Aminobacter, Blastobacter, Photorhizobium), ß-

protéobactéries (Burkholderia et Cupriavidus), et ϒ-protéobactéries (Pseudomonas) (Berrada 

et Fikri-Benbrahim, 2014). Frankia forme des nodules racinaires chez 200 espèces de plantes 

ligneuses non légumineuses (24 genres d'angiospermes dans 8 familles différentes) (Franche 

et al., 2011 ; Verma et al. 2019). 

Les ePGPR améliorent la croissance des plantes par divers mécanismes et sont connues 

pour être des producteurs efficaces de divers métabolites secondaires qui agissent comme de 

puissants agents PGP (Gray et Smith, 2005). Ces rhizobactéries qui vivent en liberté, Sont 

essentiellement, Achromobacter, Acetobacter, Alcaligenes, Arthrobacter, Azospirillum, 

Azotobacter, Azomonas, Bacillus, Beijerinckia, Clostridium, Corynebacterium, Derxia, 

Enterobacter, Herbaspirillum, Klebsiella, Pseudomonas, Rhodospirillum, Rhodopseudomonas, 

Serratia et Xanthobacter, ont une grande importance pour l'agriculture (Bhattacharyya et Jha, 

2012 ; Verma et al., 2019). 

III.1. Les caractéristiques d’un PGPR idéal pour la bioinoculation  

Selon Vejan et al. (2016), pour introduire un PGPRs dans la fabrication des inoculant, 

elle doit répondre à certains critères à savoir : 

 Hautement rhizosphère-compétent et respectueux de l’environnement. 

 La colonisation les racines des plantes en nombre significatif lors de 

l’inoculation. 
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 Le pouvoir de favoriser la croissance des plantes. 

 Avoir un large éventail d’actions. 

 Être compatible avec d’autres bactéries de la rhizosphère. 

 Être tolérant aux facteurs physico-chimiques comme la chaleur, la dessiccation, 

les radiations et les oxydants. 

 Démonstration de meilleures compétences concurrentielles par rapport aux 

communautés rhizobactériennes existantes. 

III.2. Modes d’action des rhizobactéries promotrices de la croissance des plantes 

  Les mécanismes par lesquels les bactéries peuvent influencer la croissance des plantes 

diffèrent selon les espèces et les souches, les PGPR affectent la croissance des plantes de deux 

manières différentes, indirectement ou directement (figure 3). La promotion directe de la 

croissance des plantes par les PGPR consiste à fournir à la plante les ressources qui lui font 

défaut. Cela permet d'augmenter le rendement de la plante. Les moyens biologiques de fournir 

des nutriments tels que l'azote et le phosphore sont idéaux par rapport aux sources chimiques 

qui sont coûteuses et entraînent des risques pour l'environnement, ou par le biais de composés 

synthétisés par la bactérie, par exemple les phytohormones. Indirectement, les bactéries peuvent 

exercer une influence positive sur la croissance des plantes en atténuant certains effets délétères 

d'un organisme pathogène par la production de substances antagonistes (Jeyanthi et 

Kanimozhi, 2018). 

 

Figure 3 : Modes d’action des PGPRs (Agbodjato et al., 2024) 
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III.2.1.  Mode direct  

 Fixation d’azote  

L'azote, qui est un facteur limitant primaire dans l'agriculture, est déficient en raison de 

divers facteurs environnementaux. 65% de l'azote utilisé en agriculture est obtenu par fixation 

biologique de l'azote atmosphérique. Les souches de PGPR jouent un rôle majeur dans la ce 

phénomène en rendant l’azote assimilable par les plantes. Les PGPR suivent deux mécanismes 

de fixation de l'azote. Dans le cas de la fixation symbiotique de l'azote, les cultures de 

légumineuses subissent une fixation biologique de l'azote par le biais d'une association 

symbiotique avec des bactéries et répondent à leurs propres besoins sans dépendre de sources 

externes (Bhattacharyya et Jha, 2012). Les bactéries symbiotiques qui agissent en tant que 

PGPR sont Rhizobium, Bradyrhizobium, Sinorhizobium et Mesorhizobium avec les plantes 

légumineuses, Frankia avec les arbres et arbustes non légumineux. Les fixateurs d'azote à vie 

libre, qui sont non symbiotiques survivent près des racines sans pénétration, l'azote fixé qui est 

acquis par l'absorption contribuent au compte d'azote des plantes (Goswami et al., 2016). Les 

bactéries rhizosphériques fixatrices d'azote non symbiotiques appartiennent à des genres tels 

que Azoarcus, Azotobacter, Acetobacter, Azospirillum, Burkholderia, Diazotrophicus, 

Enterobacter, Gluconacetobacter, Pseudomonas et les cyanobactéries, Anabaena, Nostoc 

(Jeyanthi et Kanimozhi, 2018). 

 Solubilisation de phosphore 

Le phosphore est un autre nutriment essentiel et les plantes en besoin en quantité 

adéquate pour une croissance optimale. Cependant, il est présent principalement sous des 

formes insolubles et n'est donc pas en mesure de soutenir les plantes. Ainsi, tant chez les PGPB 

que chez les champignons favorisant la croissance des plantes, tels que les mycorhizes, la 

solubilisation et la minéralisation du phosphore sont des caractéristiques importantes. 

Inversement, la synthèse d'une variété de phosphores, catalysant l'hydrolyse des esters 

phosphoriques, provoque la minéralisation du phosphore organique. Il est important de noter 

que la solubilisation et la minéralisation du phosphate peuvent coexister dans la même souche 

bactérienne (Tao et al., 2008). 

Kundan et al. (2015) la solubilisation des phosphates insolubles par les micro-

organismes est associée au détachement d'acides organiques qui sont souvent combinés à 

d'autres métabolites, comme ils l’on constaté in vitro, que le potentiel de solubilisation du 

phosphate par les micro-organismes est directement lié à la production de sidérophores, 

d'enzymes lytiques et de phytohormones. 
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Les bactéries solubilisatrices de phosphate sont des bactéries bénéfiques capables 

d'hydrolyser le phosphore inorganique en phosphore organique soluble qui est absorbé sous 

forme de phosphore organique soluble qui est absorbé comme nutriment par les plantes. Les 

PSB les plus efficaces appartiennent aux genres Bacillus, Rhizobium et Pseudomonas (Kundan 

et al., 2015). 

 Solubilisation de potassium 

Le potassium est parmi les trois éléments nutritifs essentiels pour la plante. Étant donné 

que plus de 90%  existe déjà sous forme de roches insolubles et de silicates minéraux, la teneur 

en potassium soluble du sol est souvent assez faible (Hasan A et al., 2024). De nombreux 

microorganismes peuvent solubiliser le potassium (K) dans le sol et interagir étroitement avec 

les plantes, en particulier les espèces bactériennes et fongiques (Setiawati et al., 2016). 

Acidothiobacillus sp, Bacillus edaphicus ,Ferrooxidans sp, Bacillus mucilaginosus, 

Pseudomonas sp. et Burkholderia sont parmi les PGPR qui peuvent dissoudre le potassium 

(Prajapati et al., 2013). 

Selon des recherches sur les effets des PGPR solubilisant le K produisent des acides 

organiques qui rendent le potassium plus disponible, ce qui aide les plantes à croître, en 

augmentant l'acidité de la rhizosphère du sol par la production d'acides organiques tels que 

l'oxalate, du citrate acide, de l'acétate, de l'acide férulique et de l'acide coumarique. Cela 

accélère la vitesse à laquelle les minéraux se dissolvent et génèrent des protons, entraînant la 

solubilisation du potassium (Hasan et al., 2024). Par conséquent, les scientifiques ont conclu 

que le PGPM, comme le PSB, pourrait être un engrais organique efficace, améliorant 

l'accessibilité des nutriments végétaux et permettant une utilisation moindre des engrais 

artificiels (Khan et al., 2019). 

 Production des sidérophores 

Le fer est un nutriment essentiel pour les plantes. Il agit comme cofacteur dans un certain 

nombre d’enzymes essentielles pour des processus physiologiques importants tels que la 

respiration, la photosynthèse et la fixation de l’azote (Goswami et al., 2016).Dans le milieu 

aérobie, le fer se présente principalement sous forme de Fe3+ et est susceptible de former des 

hydroxydes insolubles et des oxyhydroxydes, ce qui le rend généralement inaccessible aux 

plantes et aux microorganismes (Rajkumar et al., 2010). 

Selon Goswami et al. (2016), certaines espèces bactériennes favorisant la croissance 

des plantes (PGPB) acquièrent le fer par sécrétion de chélateurs de fer à faible poids 
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moléculaire, généralement inférieurs à 1 kDa, appelés sidérophores, et qui contiennent des 

groupes chimiques fonctionnels, capables de lier le fer de manière réversible (figure 4). Les 

groupes fonctionnels les plus fréquents sont l’hydroxamates et les catéchols. 

 

Figure 4 : Processus de séquestration du fer (Jia Du et al., 2020) 

Les principales espèces bactériennes à Gram-négatif possédant des sidérophores 

appartiennent à Enterobacter et Pseudomonas. En revanche, seulement 2 % des espèces à Gram 

positif, comme Bacillus et Rhodococcus peuvent faire de même (Czames et al., 2020). 

 Les rhizobactéries productrices de sidérophore améliorent la santé des plantes à 

divers niveaux: ils améliorent la nutrition en fer, inhibent la croissance des pathogènes en 

limitant le fer disponible et généralement des champignons, qui sont incapables d’absorber le 

complexe fer-sidérophore (Shen et al., 2013).Par conséquent, la production de sidérophores est 

un mécanisme de contrôle biologique important, car elle concurrence les phytopathogénes  

nocifs pour les ressources en fer, en les empêchant d'y accéder (Khoshru et al., 2020). 

 Production des phytohormones 

Les PGPR produisent des phytohormones telles que les auxines, les cytokines, les 

gibbérellines et l'éthylène qui peuvent affecter la prolifération cellulaire dans l'architecture 

racinaire par la surproduction de racines latérales et de racines avec un accroissement 

subséquent de l'apport d'éléments nutritifs et d'eau (Arora, 2017). 
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Les PGPR jouent un rôle crucial en influençant la croissance des plantes par la sécrétion 

de phytohormones. Parmi celles-ci, l’auxine, l’éthylène, la cytokinine, les gibbérellines et 

l’acide abscissique sont notables (Ghitri, 2018). Ces phytohormones peuvent servir de 

médiateurs aux processus, y compris à l’élargissement, la division et l’extension des cellules 

dans les racines symbiotiques et non symbiotiques (Glick, 2014). 

L’acide indole acétique (AIA) est l’auxine prédominant dans le développement végétal, 

stimulant particulièrement l’élongation racinaire et augmentant le flux des exsudats racinaires 

(Grobelak, 2015 ; Luo, 2018). Elle est une phytohormone importante ; produite par plusieurs 

souches de PGPR et elle est bien connue pour le traitement de la croissance des plantes (Vessey, 

2003 ; Kaymak, 2011 ; Amara, Khalid et Hayat, 2015). 

III.2.2.  .Mode indirect (Biocontrôle) 

  L’antibiose 

L’antibiose consiste en une inhibition directe de la croissance d’un pathogène par la 

production des antibiotiques ou des métabolites ayant des propriétés antimicrobiennes (Dong 

et al., 2002). Les PGPR jouent un rôle crucial dans la prévention de la propagation de bactéries 

pathogènes. L'une des capacités les plus prometteuses étudiées en sciences végétales au cours 

des 20 dernières années a été la production d'antibiotiques par PGPR pour repousser de 

nombreux agents pathogènes d'origine végétale (Ulloa Ogaz et al., 2015). 

Les espèces de Pseudomonas produisent une large gamme d’antibiotiques tels que 

l'oomycine A, le cépaciamide A, les écomycines et la viscosine, la pyrrolnitrine, le 2,4-

diacétylphloroglucinol, les rhamnolipides et la pyolutéorine. Tandis que, les espèces de Bacillus 

produisent un certain nombre d'antibiotiques lipopeptidiques tels que, la surfactine et la 

bacillomycine. La production des antibiotiques est un critère très important de compétitivité des 

microorganismes contre les autres populations microbiennes (Compant et al., 2005).  

 Induction de la résistance systémique (RSI) 

L’interaction de certaines rhizobactéries avec les racines des plantes peut entraîner une 

résistance des plantes contre certaines bactéries pathogènes, champignons et virus. Ce 

phénomène est appelé résistance systémique induite (RSI) (Lugtenberg et Kamilova, 2009). 

Selon Conrath et al. (2015), la résistance systémique induite par les PGPR désigne la capacité 

défensive des plantes en réponse à divers agents pathogènes 
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L’induction des systèmes de résistance chez les plantes a été démontrée pour la première 

fois par Kempe et Sequira (1983), qui a remarqué un effet protecteur anti P. solanacearum du 

prétraitement des tubercules de pomme de terre avec des bactéries. 

La résistance systémique induite se manifeste par différents mécanismes de défense, tels 

qu'une augmentation de l'activité de la β-1,3 glucanase, de la chitinase et de la peroxydase, ainsi 

que l'accumulation de substances antimicrobiennes de faible poids moléculaire telles que les 

phytoalexines et la formation de biopolymères protecteurs tels que la lignine, la callose et les 

glycoprotéines (Archana et al., 2011). Toral et al. (2020) ont rapporté que certaines PGPR, 

tels que Bacillus subtilis et Pseudomonas sp induisent une résistance systémique induite en 

produisant des peptides antimicrobiens qui contrôlent l'infection par des phytopathogènes (par 

exemple, Rhizoctonia, Fusarium, Pythium, Alternaria, Ralstonia, Phytophthora et Botrytis). 

 Effet phytoprotecteur des sidérophores : compétition pour le fer 

L'utilisation de la production de sidérophores par les PGPR contre les phytopathogènes 

est étudiée depuis longtemps et a une portée considérable dans les pratiques agricoles durables 

(Tatung et Deb, 2023). 

Les sidérophores sécrétés par les PGPR par rapport à ceux produits par les champignons 

ou la plante sont considérés comme ayant une affinité beaucoup plus élevée pour séquestrer le 

fer (Shah et al., 2021). La compétition pour le Fer est l’un des modes d’action par lequel 

Pseudomonas fluorescens limite la croissance des champignons pathogènes et réduit 

l’incidence et la gravité des maladies, Dans des conditions de carence en fer, elle produit des 

sidérophores (pyoverdine/pseudobactine), qui présentent une affinité plus élevée pour le fer que 

les sidérophores fongiques (Sayyed et al., 2012). 

 Production d’enzymes hydrolytiques 

 Les enzymes extracellulaires revêtent une importance capitale dans le cycle des 

nutriments, assurant ainsi l’approvisionnement en éléments nutritifs pour les plantes (Dahdah 

et al., 2022). Selon Sharma et al. (2020), ces enzymes jouent un rôle majeur dans le contrôle 

écologique des pathogènes du sol, agissant comme un mécanisme clé de protection des plantes 

contre les champignons invasifs à savoir Botrytis cinerea, Fusarium oxysporum et 

Phytophthora sp.  

Certains PGPR produisent des enzymes telles que des chitinases, des protéases, des 

lipases, des phosphatases, des cellulases, des β-glucanases ainsi que d’autres enzymes capables 
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de lyser les parois cellulaires de nombreux champignons pathogènes de plantes (Shah et al., 

2021). Des espèces bactériennes telles que B. subtilis, B. cereus, B. thuringiensis et Serratia 

marcescens peuvent sécréter des enzymes hydrolytiques pour contrôler les pathogènes des 

plantes (Jadhav et Sayyed, 2016). 

D’autre part, lorsque les plantes sont soumises à différents types de stress, elles 

produisent des espèces réactives de l’oxygène (ROS), liées aux dommages cellulaires oxydatifs. 

Par conséquent, certains microorganismes peuvent produire un système de défense antioxydant 

pour les plantes ; comme la production d'enzymes antioxydantes telles que la catalase (CAT), 

la superoxyde dismutase (SOD) et la peroxyde dismutase (POD) produites par certains genres 

de PGPR (Himabindu et al., 2016  ; Khan et al., 2019 ). 

 Production des cyanures d’hydrogène 

Les rhizobactéries peuvent produire des substances organiques volatiles qui inhibent la 

croissance des agents phytopathogènes telluriques tels que les champignons (Wheatley, 2002). 

Le cyanure d’hydrogène (HCN) est un métabolite secondaire qui fait partie des cyanides. Il peut 

être produit directement à partir de la glycine ou des glycosides cyanogènes (Bakker et 

Schippers., 1987), il assure également un rôle bénéfique pour la plante par son effet antagoniste 

contre les maladies des racines (Defago et Haas, 1990). Il est reconnu comme agent de 

biocontrôle en raison de sa toxicité envers les agents pathogènes des plantes, parmi les genres 

bactériens pouvant produire du HCN, Alcaligenes, Bacillus, Aeromonas, Rhizobium et 

Pseudomonas sont les plus fréquents (Alemu, 2016).  

 L’activité de L’acide 1-aminocyclopropane-1-carboxylique (ACC) 

L’acide 1-aminocyclopropane-1-carboxylique (ACC) est le précurseur de la 

phytohormone éthylène, qui est produite naturellement chez les plantes (Etesami et al., 

2015), mais le niveau endogène d’éthylène fortement augmenté à cause de stress abiotique 

comme la salinité, la sécheresse, l’engorgement, les métaux lourds et la pathogénicité, peut 

nuire à la croissance globale des plantes et réduire leur rendement (Saleem et al., 2007 ; 

Bhattachar-yya et Jha, 2012). Ces teneurs élevées en éthylène peuvent même entraîner la 

mort des plantes (Duraivadivel et Sharma, 2018). 

Il a été largement rapporté que l'ACC désaminase se trouve dans de nombreuses espèces 

microbiennes de genre Acinetobacter, Achromobacter, Agrobacterium, Alcaligenes, 

Azospirillum, Bacillus, Burkholderia, Enterobacter, Pseudomonas, Ralstonia, Serratia et 
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Rhizobium (Gamalero et Glick, 2015). Ces rhizobactéries absorbent le précurseur de 

l’éthylène, l’ACC, et ils le convertissent en 2-oxobutanoate et en NH3 (Arshad et al, 2007). 

 Résistance aux métaux lourds 

 De point de vue biologique, on distingue deux types de métaux lourds : les 

métaux essentiels et les métaux toxiques, ils influencent négativement sur les microorganismes 

en affectant leurs croissances, leurs morphologies et leurs activités ainsi que la fixation 

symbiotique de l’azote atmosphérique (Gusmao-Lima et al., 2005). Ainsi, ils réduisent la taille 

des populations des rhizobiums et affectent irréversiblement leur croissance et leur performance 

symbiotique (Koomen et al., 1990). 

Les PGPRs peuvent neutraliser la toxicité de ces métaux grâce à des groupes 

fonctionnels chargés négativement présents dans leur paroi cellulaire. Ces groupes fonctionnels 

permettent des interactions avec des ions métalliques positifs, un phénomène connu sous le nom 

de biosorption des métaux (Syed et Chinthala, 2015) ont rapporté dans leur étude que les 

souches de Bacillus présentaient un niveau significatif de biosorption du plomb. De même, 

Wani et Khan (2014) ont montré que le Bradyrhizobium peut être utilisé pour favoriser la 

croissance des plantes, ainsi que pour la détoxification des métaux lourds dans les sols pollués 

par ces métaux. 

 Production de biofilm 

Les biofilms sont des structures complexes des cellules microbiennes fixées à une 

surface et entourées d’une matrice de polymères extracellulaires appelés exopolysaccharides 

(Souza et al., 2015), possédant le pouvoir de fournir une protection importante contre les 

agressions extérieures et stress, car ils agissent comme une barrière protectrice qui empêche la 

pénétration d’agents pathogènes, en libérant un large éventail d’enzymes et par la réduction de 

la compétition microbienne (Kasim et al., 2016). 

Les PGPRs ont une forte capacité à se fixer aux systèmes racinaires des plantes 

lorsqu’ils forment un biofilm (Gupta et al., 2017). Selon Pandin et al. (2017), les PGPR 

organisés en biofilm produisent des quantités remarquablement plus élevées de composés 

antimicrobiens que les PGPR planctoniques, ce qui entraîne la suppression des 

phytopathogènes. 
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 Gestion de stress abiotique  

Le stress causé par la salinité et les températures élevées est le facteur majeur qui entrave 

la croissance et la productivité des plantes et cause plus de 30 % de perte de récolte (Vejan et 

al., 2016). Des études antérieures ont rapporté que les produits agricoles des cultures les plus 

économiques, comme le riz, le maïs, le blé et l'orge, sont réduits de 70 % en raison du stress 

salin (Etesami et Beattie, 2018). 

Dans le contexte d’optimisation de la croissance des plantes dans des conditions de 

stress, l'utilisation de microorganismes bénéfiques attire l'attention des chercheurs du monde 

entier pour promouvoir une agriculture durable (Agbodjato et al., 2022 ; Yadav et Sarkar, 

2019). Grâce à leurs mécanismes d'action, les PGPR peuvent améliorer les rendements des 

cultures dans des conditions stressantes et non stressantes (Kálmán et al., 2023 ; Noumavo et 

al., 2016). 

Il existe plusieurs espèces de HT-PGPR, notamment Agrobacterium, Alcaligenes, 

Arhrobacter, Azospirillum, Burkholderia, Alcaligenes, Bacillus, Enterobacter, Klebsiella, 

Microbacterium, Ochromobacte, Pantoea, Pseudomonas, Rhizobium et Streptomyces, qui 

améliorent la production agricole et atténuent le stress salin chez les plantes cultivées ( Arora 

et al., 2020). 
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Chapitre 2 : Matériel et méthodes 

I. Matériel biologique  

Les souches bactériennes utilisées dans cette étude (Tableau I) proviennent de la 

collection du Laboratoire d’Ecologie Microbienne. Elles ont été isolées à partir des nodules de 

différentes espèces appartenant aux genres Vicia, Lathyrus et Pisum. 

Tableau I : Matériel biologique utilisé 

Souches Codes Plante d’origine 

BT2 1 Vicia sp. 

HG1 2 Vicia sp. 

RLV 3 Pisum sativum 

K9 4 Vicia sp. 

BV2 5 Vicia sp. 

H10 6 Vicia sp. 

MEK6 7              Vicia faba 

JR1 8 Vicia sp. 

EC6 9 Vicia faba 

LV1 10 Vicia sp. 

SV1 11 Vicia sp. 

II. Méthodes  

II.1. Revivification des souches  

Les souches bactériennes retenues dans cette étude ont fait l’objet de revivification par 

repiquage sur gélose YMA inclinée suivi d’une incubation à 28°C pendant 72h. Après 

vérification de la croissance, des précultures sur bouillon nutritif ont été préparées. 

II.2. Evaluation du potentiel PGPR  

Afin d’évaluer le pouvoir promoteur de la croissance des plantes, les souches ont subi 

une série de tests d’activités d’intérêt à savoir la fixation d’azote, la solubilisation du phosphore, 

la production de phytohormones et la production de composés organiques volatiles (COV).  
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II.2.1. Fixation d’azote atmosphérique 

Le test de fixation d’azote atmosphérique est réalisé sur le milieu NFMM (Nitrogen Free 

Malate Mannitol Medium) exempte de source d’azote combiné et additionné du bleu de 

bromothymol (Annexe I). Les boites de Pétri contenant le milieu NFMM ont été inoculées en 

spots de 10µl de chaque suspension bactérienne puis incubées pendant 72h à 28°C. La capacité 

de fixation de l’azote atmosphérique se manifeste par l’apparition d’un virage de couleur de 

l’indicateur utilisé (Herman et al., 1994). 

II.2.2. Solubilisation du phosphore  

La capacité des souches à solubiliser le phosphore a été évaluée par les deux tests décrits 

ci-dessous : 

 Mise en évidence de la solubilisation (Test qualitatif) 

La solubilisation du phosphate a été réalisée sur le milieu Pikovskaya (PVK) (Annexe 

I) contenant 0.5% de phosphate tricalcique (Ca3PO4) comme source de phosphate insoluble 

(Kumar et al., 2005). Le milieu PVK a été ensemencé en spot et à raison de 10µl à partir des 

précultures obtenues sur bouillon YMB (Annexe I) et dont la densité optique à 600nm a été 

ajustée 0.1. Après incubation à 28°C pendant 14jours, la solubilisation du phosphore se 

manifeste par l’apparition d’un halo clair autour des colonies.  

 Dosage du phosphore solubilisé (test quantitatif) 

Les souches présentant un indice de solubilisation important (avec IS ≥2) ont été 

retenues pour l’évaluation quantitative du pouvoir solubilisant par la méthode colorimétrique 

sur milieu liquide NBRIP (National Biotechnologies Research Institute of Phosphate growth 

medium) (Annexe I). Ainsi, 9ml de milieu liquide NBRIP sont inoculés avec 500µl d’une 

suspension bactérienne d’une densité optique de 0.1 à 600nm. Après incubation pendant 7jours 

à 28°C sous agitation modérée de 180 rpm, le contenu des tubes a été centrifugé à 10000 tr/min 

pendant 10 min (Dipak et al., 2016). Le surnageant a ensuite été récupéré dans des tubes à 

essai, dans lesquels sont ajoutés 800µl d’un mélange réactionnel (acide ascorbique à 10% et 

tartrate de potassium et d’antimoine à 26,6%), 1 ml de molybdate d’ammonium (0,96%) et 1 

ml d’acide sulfurique (4M) (Annexe II). Après incubation à température ambiante et à 

l’obscurité pendant 15 min, la quantification du phosphate solubilisé a été réalisée par 

colorimétrie à 890 nm par soustraction de la quantité de phosphate d’un milieu témoin de la 

quantité contenu dans un milieu inoculé en se référant à une courbe d’étalonnage établie en 
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utilisant du phosphate assimilable (K2HPO4) à différentes concentrations (Harwood et al., 

1969). 

II.2.3. Production des phytohormones : Acide Indole Acétique 

La mise en évidence de la production d’acide indole acétique (AIA) a été réalisée par la 

méthode de Salkowski (Gordon et weber, 1951) qui consiste à inoculer des tubes de bouillon 

YEM (Annexe I) additionné de L-Tryptophane (500µg/ml) avec les suspensions bactériennes ; 

après incubation à 28°C pendant 72H, les cultures ont été centrifugées à 4000tr/min pendant 20 

min. Le surnageant a été récupéré et mélangé avec le réactif de Salkowski avec un ratio de 1:4 

(v/v) (Annexe II), les mélanges ont ensuite été incubés à l’obscurité pendant 20 minutes et la 

DO a été mesurée à 535 nm. 

Afin de quantifier la concentration d’AIA produite, une courbe d’étalonnage a été 

établie en préparant des concentrations connues d’AIA (0 ; 5 ; 10 ; 15 ; 20 ; 25 ; 30 ; 35 ; 40 ; 

45 et 50 µg/ml) dans un bouillon YEM et mélangé avec du réactif de Salkowski avec un ratio 

de 1:4 (v/v) (Madhuri, 2011). 

II.2.4. Production du cyanure d’hydrogène 

Chacune des 11 souches a été cultivée sur des boites de milieu TSA (Annexe I) 

additionné de 4.4g/l de glycine. Un papier filtre imbibé d’une solution d’acide picrique (0.5% 

d’acide picrique et 2% de carbonate de sodium) a été mis sous le couvercle des boites. Après 

incubation à 28°C pendant 4jours, le changement de couleur sur le papier filtre (couleur brune) 

implique une production d’HCN (Sheng Jun Xu et Byung Sup Kim, 2014). 

II.2.5. Recherche d’activités enzymatiques 

Ce test consiste à mettre en évidence quelques activités enzymatiques à savoir la 

cellulase, protéase, pectinase, estérase, lipase, lécithinase, amylase, hémolysine par la méthode 

des spots. 

 Test de production de cellulase  

Le milieu de culture YMA (Annexe I) où le mannitol a été substitué par la cellulose a 

été ensemencé en spot et à raison de 10µl à partir d’une préculture dont la DO600nm a été ajustée 

à 0.1, puis incubé à 28°C pendant 72heures. Après incubation, les boites ont été inondées avec 

une solution de Lugol pendant 15 min. L’apparition d’un halo clair autour des colonies est 

considérée comme une activité cellulase positive (Teather RM et al., 1982). 
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 Production de protéase 

La production de protéases a été mise en évidence sur le milieu YMA (Annexe I) 

additionné de 2 ml de lait écrémé stérile. Après ensemencement en spot et à raison de 10µl à 

partir d’une préculture dont la DO600nm a été ajustée à 0.1suivi d’une incubation à 28°C pendant 

72 heures, l’apparition d’un halo clair autour des colonies indique la présence d’une activité 

protéolytique (Kumar RS et al., 2005). 

 Production de pectinase 

La mise en évidence de l’activité pectinolytique a été effectuée sur le milieu YMA où 

le mannitol a été substitué par la pectine. Après ensemencement et incubation dans les mêmes 

conditions décrites dans les tests précédents les boites ont été inondées d’une solution d’HCl 

2M. L’apparition d’un halo clair autour des spots représente une activité pectinase positive 

(Cattelan et al., 1999). 

 Production de l’estérase  

La recherche de l’estérase a été réalisée sur des boîtes contenant le milieu nutritif solide 

de Sierra additionné de Tween 80 (Annexe I). L’apparition d’un halo opaque autour des spots 

après incubation pendant 5 jours à 28 °C, indique la présence d’une estérase (Sierra, 1957). 

 Production de lipase 

La mise en évidence de l’activité lipolytique a été réalisée sur la gélose trypticase soja 

additionnée de Tween 80.Après ensemencement en spot à raison de 10µl à partir d’une 

préculture dont la DO600nm a été ajustée à 0.1 et incubation à 28°C pendant 3 jours, l’apparition 

des zones opaques entourant les colonies indique une activité lipolytique positive (Lanyi et al. 

1987). 

 Production de lécithinase 

L’activité lécithinase a été mise en évidence dans des boites de Pétri contenant le milieu 

basal additionné de jaune d’œuf (à 20%) (Annexe I). Après ensemencement en spot comme 

décrit précédemment, les boites ont été incubées à 28 °C pendant 48h, l’apparition de zone 

opaque autour des colonies indique une activité lécithinase positive (Djuric et al., 2011). 

 Activité amylolytique  

La recherche de l’activité amylolytique a été effectuée sur une gélose à base d’amidon 

(Annexe I). Les boites de Pétri ensemencées en spot et incubées à 28°C pendant 5 jours ont été 

inondées par une solution de Lugol et la lecture a été faite après 15 minutes ; la présence de 
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l’amidon dans le milieu donne une couleur bleue noirâtre dans laquelle se contrastent les halos 

clairs des souches à activité amylolytique (Vinoth et al., 2009). 

 Test d’hémolyse 

Le test d’hémolyse a été réalisé sur des boites de Pétri contenant la gélose Columbia 

additionnée de5% de sang de mouton (Annexe I). Les boites ont ensuite été incubées à 28 °C 

pendant 48h ; Une réaction β-hémolytique implique une lyse complète des globules rouges, 

provoquant une zone claire sur la gélose entourant la colonie et on parle d'hémolyse vraie. 

D'autre part, une réaction α-hémolytique se produit lorsque l'hémoglobine des globules rouges 

est réduite en méthémoglobine, provoquant une coloration verdâtre sur la gélose entourant les 

colonies. Enfin, l'absence d'hémolyse ou de décoloration est appelée γ-hémolyse (Buxton, 

2005). 

III.   Caractérisation du métabolisme bactérien par galerie API20NE 

La caractérisation des souches a été effectuée en utilisant le système standardisé API20 

NE pour l’identification des bacilles à gram négatif non Entérobactéries et non fastidieux et 

comportant 20 micro-tubes contenant des substrats déshydratés. 

III.1. Préparation de l’inoculum 

La préparation a été faite par mise en suspension des colonies bactériennes d’une culture 

jeune dans de l’eau physiologique stérile livrée dans le kit commercialisé de la galerie API 20 

NE (Figure 5). 

 

Figure 5 : Illustration d’une galerie API20 NE 

III.2. Inoculation de la galerie 

Toutes les alvéoles de fond de la galerie ont été remplies avec de l’eau distillée stérile 

pour éviter la déshydratation, les galeries ont été ensemencées à l’aide d’une micropipette en 

mettant l’embout sur le côté de la cupule pendant le remplissage pour éviter la formation de 

bulles d’air dans les tubes. 
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Pour les tubes des tests d’activité nitrate réductase(NO3) à β-galactosidase (PNPG), 

seuls les tubes sont remplis, par contre les tubes des tests d’assimilation du Glucose (GLU) à 

l’acide phénylacétique (PAC), les tubes et cupules sont remplis. Pour les tests de fermentation 

du glucose(GLU) et des activités uréase (URE) et arginine dihydrolase (ADH) les cupules ont 

été remplis avec de l’huile de paraffine pour garantir l’anaérobiose, la galerie est ensuite fermée 

et incubée à 28 °C pendant 24 h /48h. 

III.3. Lecture des résultats  

La lecture des tests se fait soit directement sans ajout de réactifs (cas des tests 

d’assimilation des sucres), soit indirectement par l’ajout des réactifs spécifiques (cas des tests 

du nitrate réductase et de tryptophane désaminase auxquels ont été ajoutés les réactifs NR1 et 

NR2 et le réactif de Kovacs respectivement) ; les résultats observés sont interprétés en se basant 

sur un tableau standard indiqué sur la fiche technique de la galerie API 20 NE. 

III.4. Test d’oxydase  

Ce test a été lancé en supplément de l’ensemble des tests de la galerie ; Sur un couvercle 

d’une boite de Pétri stérile, des disques d’oxydase ont été déposés et imbibés de la suspension 

de chaque souche avec addition d’un témoin négatif (avec de l’eau distillée). L’apparition de 

tâches de couleur violette sur les disques indique une activité oxydase positive. 

III.5. Etude de l’effet des métaux lourds 

Afin de tester la sensibilité des souches aux métaux lourds, le milieu de culture YEM a 

été préparé avec différentes concentrations de cadmium (2, 4, 6, 8 et 10µg/ml), de zinc (5, 10, 

15, 20, 25 et 30 µg/ml) et de plomb (25, 50, 100, 200, 300, 400, 500 et 600µg/ml) et répartis 

dans des boites de pétri. Les suspensions bactériennes des souches à tester ont été déposées par 

spots de 10 µl à raison de trois répétitions. Un témoin négatif a été inclus dans le test (YEM 

ordinaire). Au terme de l’incubation à 28°C pendant 48h ; les boîtes ont été observées quant à 

la présence d’une croissance, indiquant la résistance aux métaux lourds testés. 

III.6. Etude de la sensibilité aux antibiotiques 

La sensibilité des souches vis-à-vis des antibiotiques cités ci-dessous a été testée par la 

méthode de l’antibiogramme standard par diffusion sur gélose Mueller Hinton (MH) (Tableau 

II.) 
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Tableau II : Nomenclature des antibiotiques, leurs abréviations et leur masse. 

Antibiotiques Abréviation Charge (µg) 

Amikacine AK 30 

Cefalotine CF 30 

Piflolacine PF 5 

Mozlociline MZ 75 

Enythromucine E 15 

Fosfomycine FO 200 

Nitrofarantion NIT 300 

Sulfamides SF 200 

NalidixicAcide NA 30 

Amoxiline AX 25 

Ciproflanin CIP 5 

Lincomycine L 15 

Mecilliname MEC 10 

Les cultures bactériennes ont été préparées dans du bouillon nutritif puis incubées à 28°C 

pendant 24h, les suspensions sont ensuite ajustées à une DO600nm de 0.1 puis ensemencées par 

écouvillonnage sur gélose MH. Une fois les stries effectuées soient suffisamment sèches, les 

disques d’antibiotiques ont été déposés sur le milieu, les boîtes ont ensuite été incubées à 28°C 

pendant 24h. Au terme de l’incubation, les diamètres des zones d’inhibition de chaque 

antibiotique ont été mesurés. 

III.7. Production de biofilm 

La production de biofilm a été évaluée par la technique de coloration au cristal violet 

(O’Toole et al., 1999). Les précultures des souches ont été préparées à partir de cultures jeunes 

en utilisant de l’eau physiologique, les suspensions ont ensuite été ajustées à une densité optique 

de 0.2 (DO 600 = 0.2) et réparties dans des puits sur microplaque, contenant 150µl de TSB par 

puits, à raison de 50µl. Trois répétitions ont été réalisées pour chaque souche. 
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Après incubation à 28 °C pendant 96 heures, le contenu des puits a été aspiré avec une 

micropipette. Après deux lavages pendant une minute avec l’eau physiologique, une fixation 

avec 200µl d’alcool absolu pendant une minute a été réalisée. Un volume de 100 µl de cristal 

violet à 0.1% (Annexe II) a été réparti dans chaque puits, puis la microplaque a ensuite été mise 

sous agitation douce pendant 20 minutes. Les puits ont ensuite été vidés et lavés avec de l’eau 

physiologique puis remplis de 200 µl d’éthanol à 96%. La DO a finalement été mesuré à une 

longueur d’onde de 495nm, et les moyennes calculées ont permis d’évaluer la capacité de 

chaque souche à produire un biofilm.
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Chapitre 3 : Résultats et Discussion 

I. Evaluation de potentiel PGPR 

I.1. Fixation d’azote  

La présence de la croissance sur le milieu de culture "NFMM" dépourvu d’azote indique 

que sept souches (BT2, RLV, K9, MeK6, JR1, EC6, et LV1) ont la capacité de fixation de 

l'azote atmosphérique à l’état libre tandis que les autres souches (HG1, BV2, SV1 et H10) n’ont 

pas cette capacité et par conséquent aucune croissance n’a été observée (tableau VI, annexe III). 

Ce constat est en accords avec celui rapporté par Rodge et al. (2016), qui ont constaté que la 

majorité des souches bactériennes rhizosphériques ont la capacité de fixer l'azote 

atmosphérique. La capacité de fixation de l'azote chez rhizobiums est principalement assurée 

par les gènes nif (gènes codant pour les composants de la nitrogénase), fix (gènes de fixation 

symbiotique de l'azote) et nod (gènes de nodulation) par la conversion de l'azote atmosphérique 

N2 en ammoniac sous l’action de l'enzyme nitrogénase (Laslo et Mara, 2019 ; Lindström et 

Mousavi, 2020). 

Parmi les bactéries vivant librement dans la rhizosphère et fournissant de l'azote 

disponible à de nombreuses plantes, favorisant ainsi leur croissance, il y les genres Azotobacter, 

Bacillus, Anabaena, Azospirillum, Klebsiella, Paenibacillus et Rhodobacter (Grobelak 

Napora et Kacprzak, 2015). De nombreuses bactéries symbiotiques ont été signalées, parmi 

lesquelles sont identifiés les genres Frankia spp, associés à certaines espèces dicotylédones, 

Rhizobium spp, associés aux légumineuses et d'autres Azospirillum spp associés aux graminées 

(Pankievicz et al., 2019) 

I.2.  Solubilisation de phosphore 

La recherche du pouvoir solubilisateur du phosphate montre que les souches BT2, RLV, 

K9, BV2, H10, EC6 et SV1 sont capables de solubiliser le phosphate tricalcique. Ces souches 

ont été retenues pour l’évaluation quantitative de leur capacité de solubilisation du phosphate 

par la méthode colorimétrique de Harwood. 

L’histogramme de la (Figure 6) montre que les sept souches présentent une variabilité 

dans les quantités de phosphore solubilisé allant de 1199,81µg/ml à 1406,17 µg/ml. La souche 

BT2 présente la meilleure solubilisation avec une concentration de 1406,17 µg/ml suivie par 

les souches H10, EC6 et BV2 avec une solubilisation de 1373,37 µg/ml, 1333,9 µg/ml et 

1321,33 µg/ml respectivement. Les souches K9 et SV1 présentent une solubilisation moyenne 

https://doi.org/10.1016%2Fj.ecoleng.2015.07.019
https://doi.org/10.1016%2Fj.ecoleng.2015.07.019
https://doi.org/10.1186%2Fs12915-019-0710-0
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de phosphore avec les concentrations de 1259,4 µg/ml et 1255,1 µg/ml respectivement. En 

revanche la souche RLV montre le plus faible pouvoir de solubilisation avec une concentration 

de 1199,81µg/ml.  

Otieno et al. (2015) ont rapporté que les PGPR appartenant aux genres Arthrobacter, 

Bacillus, Beijerinckia, Burkholderia, Enterobacter, Microbacterium Pseudomonas, Erwinia, 

Rhizobium, Mesorhizobium, Flavobacterium, Rhodococcus et Serratia sont des solubilisateurs 

de phosphate, cependant, les plus performants sont les genres Bacillus, Enterobacter, Erwinia 

et Pseudomonas (Podile et al., 2006). 

        

Figure 6 : Concentrations de phosphore solubilisé 

I.3.  Production d’Acide Indole Acétique  

La production d´AIA par les souches testées se traduit par l´apparition d’une couleur 

rose orangée (Figure 7) résultant de la réaction avec le réactif de Salkowski. La figure ci-

dessous illustre une différence de l’intensité de la coloration entre les différentes souches. 
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Figure 7 : Mise en évidence de la production d’AIA par les souches étudiées. 

Les résultats présentés dans l'histogramme (Figure 8) montrent que la production de 

l'AIA est variable d'une souche à une autre, la quantité d'AIA produite varie entre 164 µg/ml et 

2534, 66 µg/ml. La souche JR1 présente la meilleure production avec une concentration de 

2534,66 µg/ml. En revanche, les souches MEK6, BT2, K9, LV1 et BV2 présentent une 

production faible d'AIA avec les valeurs de 164, 185.66, 193, 190 et 187 µg/ml respectivement. 

             

 

  Figure 8 : Représentation des concentrations d’AIA produites par les souches étudiées. 

Il est bien connu que les PGPR jouent un rôle majeur dans l'amélioration de la 

physiologie, de la différenciation, de l'expansion et de la division cellulaire des plantes grâce à 
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leur capacité à produire des auxines et, en particulier, de l'acide indole acétique (IAA) (Olenska 

et al., 2020). Il a été observé que la post-inoculation par PGPR a améliorée la nutrition des 

plantes et les échanges avec le sol (Goswami et al., 2016). 

Selon Swarnalakshmi et al. (2020), Alcaligenes, Azospirillum, Pseudomonas, Pantoea, 

Rhizobium et Enterobacter sont parmi les meilleurs producteurs d’AIA en présence de L-

tryptophane comme précurseur.  Cependant, la culture pure de Pseudomonas sp. Produit de 

l'IAA en présence et en absence de tryptophane (Grobelak, Napora et Kacprzak, 2015 ; Luo, 

Zhou et Zhang, 2018 ; Poveda et al., 2021). Dans leur étude, Bashan, Holguin et De-Bashan 

(2004) ont montré que la production d'AIA par Azospirillum, Agrobacterium, Pseudomonas et 

Erwinia augmente les poils racinaires, la longueur des racines, la ramification et la surface des 

racines. 

II. Test d’activités enzymatiques d’intérêt  

Les enzymes hydrolytiques servent d'agents de prévention des maladies des plantes en 

induisant la lyse des microbes pathogènes à proximité de la plante car elles sécrètent des 

niveaux accrus d'enzymes lytiques de la paroi cellulaire (protéases, lipases, amylases, cellulases 

et chitinases) (Tsegaye et al., 2019). 

Dans cette étude, sur 11souches bactériennes, 45.45% (5 souches) étaient positives pour 

la production de protéase, 72.72% (8 souches) pour la production de lipase et d’estérase 

respectivement, 81.8% (9 souches) pour la production d'amylase, 36.36 % pour la production 

de cellulase et d’hémolysine, 54.54 % pour la production de pectinase et 63.63% (7 souches) 

pour la production de lécithinase (figure 9).  

Nous constatons que les pourcentages de souches ayant l’activité protéolytique et 

cellulolytique (45.45 et 36.36 % respectivement) sont inférieurs à ceux rapportés par Rasool et 

al. (2021) (69 et 85%) par contre, ils sont supérieurs à ceux rapportés par Tsegaye et al. (2019) 

chez des isolats appartenant aux genres Pseudomonas et Bacillus. Les pourcentages de souches 

ayant l’activité amylolytique (81,81%) sont supérieurs (46%) à ceux rapportés par Rasool et al. 

(2021) et Tsegaye et al. (2019) (4%). 

Il a été constaté que les PGPR, qui synthétisent une ou plusieurs de ces enzymes 

lytiques, ont une capacité de Biocontrôle contre une variété de champignons et de bactéries 

phytopathogènes et améliorent le rendement des cultures. Les phytopathogènes présents dans 

le sol sont responsables des principales maladies des plantes qui entraînent une perte de 
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productivité et affectent en fin de compte les valeurs économiques. L'utilisation de 

rhizobactéries favorisant la croissance des plantes (PGPR) pour lutter contre les 

phytopathogènes constitue une excellente approche de biocontrôle naturel ; le biocontrôle peut 

contribuer à contrôler la croissance des phytopathogènes et à réduire l'utilisation de fongicides 

chimiques, qui sont l'un des principaux facteurs d'infertilité des sols (Tsegaye et al., 2019 ; 

Rasool et al., 2021). 

 

Figure 9 : A) activité protéase, B) activité lécithinase, C) activité pectinolytique, 

D) activité amylolytique, E) activité hémolytique. 

Les enzymes hydrolytiques entraînent la suppression de la croissance et des activités 

des agents pathogènes en dégradant leur paroi cellulaire (Wani et al., 2019). L'activité 

pectinolytique est généralement liée aux bactéries phytopathogènes. Cependant, certaines 

espèces de Rhizobium non pathogènes se sont également avérées dégrader la pectine (Hayat et 

al., 2010). 

Les microorganismes libèrent des enzymes lytiques, généralement dans le milieu 

extracellulaires, qui ont pour rôle initial de dégrader les polymères de haute densité moléculaire, 

ce qui peut également entraîner la suppression directe des champignons phytopathogènes 

(Agbodjato et al., 2018). 

Selon Villa-Rodriguez et al. (2019), les microorganismes possédant un gamma 

hémolyse ne provoquent aucune altération des érythrocytes, ce qui indique que ces 

microorganismes ne sont pas pathogènes pour l’Homme ni pour les animaux ; cependant, les 

souches qui présentent une (α- ou β-hémolyse) présentent des risques potentiels pour la santé 

en dégradant les érythrocytes (totalement ou partiellement). 

III.  Production d’HCN 

La production du cyanure d’hydrogène a été mise en évidence chez 81.81% des souches 

(9/11 souches). En prenant en considération l’intensité de la couleur brune apparue sur le papier 

Wattman (Figure 10), on constate que les souches BT2, K9, JR1 et EC6 ont montré une 
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meilleure production d’HCN. En revanche, une production moyenne est observée pour les 

souches BV2, RLV et MEK6 et faible pour les souches HG1, LV1 et SV1. 

 

Figure 10 : Mise en évidence de la production d’HCN 

Selon Kumar et Dubey (2012), de nombreux genres bactériens ont montré une capacité 

de cyanogenèse, à savoir Alcaligenes, Aeromonas, Bacillus, Pseudomonas et Rhizobium. Le 

cyanure produit par la souche Pseudomonas fluorescens a des effets écologiques, car il 

représente des capacités du contrôle biologique qui inhibe les maladies fongiques des racines 

des plantes. 

IV.  Sensibilité aux métaux lourds  

La plupart des souches étudiées, ont montré une forte tolérance à l’égard du zinc et du 

plomb, étant donné qu’elles ont parfaitement poussé sur toutes les concentrations. La souche 

EC6 a montré une sensibilité à une concentration de 25µg de zinc, 600 µg de plomb et la souche 

MEK6 est apparu sensible à une concentration de 600 µg de plomb (Figure 11). 

Dans le cas du cadmium, 8 souches ont montrés une forte tolérance à toutes les 

concentrations. Les deux souches H10 et MEK6 sont avérées résistantes jusqu’à des 

concentrations de 6 µg et 8 µg respectivement, quant à la souche BT2 aucune croissance n’est 

apparue (figure 12). 
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Figure 11 : Concentration minimale inhibitrice du zinc et du plomb pour les 

souches EC6 et MEK6 

 

Figure 12 : Concentration minimale inhibitrice de cadmium pour les souches H10 

et MEK6 

Les PGPR ont développé de nombreuses stratégies grâce auxquelles ils peuvent 

immobiliser, mobiliser ou transformer les métaux, réduisant ainsi leur toxicité pour tolérer 

l'absorption des ions métalliques (Ahemad, 2014). Ces mécanismes comprennent la 

biosorption, la biotransformation, la complexation, l’oxydation-réduction et les capacités de 

précipitation ou de bioaccumulation à l'intérieur et à l'extérieur de la cellule microbienne. 

L'inoculation avec des PGPR réduit aussi l'effet nocif des métaux toxiques et augmente leur 

absorption et leur accumulation dans les organes des plantes pour améliorer l'efficacité de 

phytoremédiation de leur hôte (Kamran et al.,  2016 ; Ma et al., 2011). 

V. Production de Biofilm  

Les résultats du test de production de biofilm sont permis de mettre en évidence la 

capacité de toutes les souches isolées à former des biofilms (Figure 13). 
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Figure 13 : Résultat de la mise en évidence de la formation du biofilm  

En se basant sur les moyennes de densités optiques mesurées (Figure 14), les souches 

BT2 et LV1 sont caractérisées par une forte production de biofilm.  

Selon Rolli et al.(2015), la production d’exo polysaccharides par les PGPR est un 

élément crucial qui contribue à améliorer le développement des plantes, ces EPS permettent la 

formation de biofilms hydrophiles autour des racines des plantes, les protégeant des facteurs 

desséchants présents dans le sol en période de sécheresse .Certains PGPR qui produisent des 

EPS, comme Rhizobium leguminosarum, Azotobacter, Bacillusdrentensis, Agrobacterium sp, 

Xanthomonas sp, et Rhizobium sp, rendent le sol plus fertile et facilitent l'agriculture (Hasan, 

2024) 
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Figure 14 : Représentation des densités moyennes de biofilm produit par les 

souches étudiées 

VI.   Sensibilité aux antibiotiques 

Le profil de sensibilité des souches aux 13 antibiotiques testés, révèle une variabilité de 

résultats (Figure 15). De manière générale, les isolats ont exhibé une grande résistance à la 

majorité des antibiotiques testés. 

 

Figure 15 : Antibiogrammes de quelques souches testées 
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La sensibilité des souches vis-à-vis des antibiotiques est déterminée en se basant sur la 

mesure des diamètres des zones d’inhibition résumés dans le tableau III. 

Tableau III : Diamètres des zones d’inhibition 

ATB 
Cip E AK CF PB AX Nit MZ SSS PF5 L Fo Mec 

Souches 

BT2 I R I R 16 R R R 30 31 R 17 R 

HG1 I R I R 17 R R R 37 38 R 19 R 

K9 S R R R 10 R R R 15 25 R 15 R 

BV2 R R I R 15 R R R 35 40 R 22 R 

H10 I R I R 10 R R R R 23 R 10 R 

MEK6 I R I R R R 20 R 18 31 R 23 R 

JR1 R R R R R R 20 R 18 26 R R R 

EC6 S R I R 12 R  R R 16 25 R 25 R 

LV1 R R I R 15 R R R 31 40 R 20 R 

Il ressort des résultats obtenus (Tableau III) que la plupart des souches testées soient 

résistantes vis-à-vis de Ciprofloxanine, Enythromucine, l’amikacine, Cefalotine, Amoxiline, 

Nitrofarantion, Mozlociline, Lincomycine et Mecilliname. 

Les souches ont montrées une résistance intermédiaire vis-à-vis l’erythromycine, 

l’amoxillin et la fosfomycine à l’exception des souches H10 pour l’erythrocine, BT2, H10, 

Mek6, EC6 et LV1 pour l’amoxillin et la souche JR1 pour la fosfomycine.  

Cependant une sensibilité a été enregistrée pour les souches vis-à-vis du mecillinam, 

mezlociline, nitrofurantoine (à l’exception de MeK6 et JR1), cifalotine (à l’exeption de K9 et 

BV2 qui sont faiblement résistantes) et lincomycine (à l’exception de JR1 avec une faible 

résistance). 

Graham et al. (1992) ont rapporté que l’effet inhibiteur d’un antibiotique dépend de sa 

nature et de sa concentration dans le milieu. La résistance aux antibiotiques augmente les 

chances de survie des Rhizobia dans la rhizosphère (Anand et al., 2015). Plusieurs études ont 

rapporté une bonne résistance des rhizobia aux antibiotiques (Bhargava et al., 2016 ; Khalid 

et al., 2020). 

 



  Résultats et discussion 

35 

 

VII. Criblage des souches sur la base des propriétés PGPR 

Le criblage des souches sur la base des propriétés PGPR permet de constater que toutes 

les souches produisent de l’acide indole acétique et du cyanure d’hydrogène et possèdent la 

capacité de former des biofilms (Tableau IV).   

Tableau IV : Représentation de quelques capacités des souches étudiées  

Propriétés Fixation 

d’azote 

Solubilisation 

de phosphate 

Production 

d’AIA 

Production 

d’HCN 

Production 

de biofilm Souches 

BT2 + + + +++ +++ 

HG1 - - + ++ ++ 

RLV + + + ++ + 

K9 + + + +++ + 

BV2 - + + ++ + 

H10 - ++ + + ++ 

MEK6 + - + ++ ++ 

JR1 + - +++ +++ ++ 

EC6 + + + +++ ++ 

LV1 + - + + +++ 

SV1 - + + + ++ 

En se basant sur la capacité de fixer l’azote à l’état libre et de solubiliser le phosphore, 

on peut distinguer trois importantes classes. La première classe correspond aux souches ayant 

la capacité de fixer l’azote atmosphérique à l’état libre mais elles ne solubilisent pas le 

phosphore (MEK6, JR1 et LV1). La deuxième catégorie correspond aux souches qui 

solubilisent le phosphore mais ne fixent pas l’azote atmosphérique à l’état libre (BV2, H10 et 

SV1). La troisième classe et la plus importante renferme les souches capables à la fois de fixer 

l’azote à l’état libre et solubiliser le phosphore (BT2, RLV, K9 et EC6). La sélection de souches 

PGPR en vue d’une application au champ doit prendre en considération le besoin spécifique 

des plantes en éléments nutritifs mais aussi, la teneur du sol en ces éléments. Ainsi, les souches 

de la troisième classe peuvent être utilisées individuellement tandis que, si les besoins de la 

plante s’étendent à l’azote et au phosphore au même temps, les souches des deux premières 

classes ne peuvent être utilisées que sous forme de consortium.  
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VIII. Caractérisation biochimique par galerie API20NE 

D’après les résultats des galeries biochimiques, toutes les souches sont décelées 

dénitrifiâtes (Tableau V). Dans le cas de l’assimilation des sucres, on constate qu’il y a une 

large variabilité entre les souches. La souche H10 est la seule à avoir assimilé la totalité des 

sucres. 

Tableau V : Représentation des résultats des galeries API20NE. 
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K9 + - + + + - + - + + + + + + + + + + + + + 
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+ - + + + + - + - - + - + - - - + - + + + 

JR1 + - + + + + - + + + + + + + - + + + - + + 

EC6 + + + + + + - + - + - - - - - - - - - - + 

LV1 + - + + + + + + + + + + + + + - + + + + + 

SV1 + + + - + + - + + + + + + + - - - - - + + 

La classification hiérarchique ascendante basée sur les résultats de la caractérisation par 

la galerie API20 NE montre, à un seuil de 70% que les souches sont réparties dans 7 clusters 

distincts (Annexe III) 

La classification hiérarchique ascendante basée sur l’ensemble des résultats de la 

caractérisation par la galerie API20 NE et des activités d’intérêt montre, à un seuil de 70% que 
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les souches sont réparties dans mêmes clusters qu’avec la galerie API 20 NE avec un 

remaniement à l’intérieur du premier cluster (figure 16). 

 

Figure 16 : Classification hiérarchique ascendante basée sur les caractères la 

galerie API 20 NE et des activités d’intérêt 
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Conclusion 

Le présent travail a porté sur l’étude du potentiel bénéfique de quelques rhizobactéries 

provenant de la rhizosphère des espèces appartenant aux genres Vicia et Lathyrus et Pisum en 

vue de leur incorporation comme inoculum dans les schémas d’amélioration de la fertilité des 

sols mais aussi, de l’amélioration de la croissance et des rendements chez plantes. 

La collection des 11 souches retenues a fait objet de certains tests permettant de vérifier 

leur capacité de promouvoir la croissance des plantes.  

Le test de fixation d’azote a permis de mettre en évidence la capacité de fixation de 

l’azote atmosphérique à l’état libre chez 63.63 % des souches. Le même taux a été observé 

dans le cas de la solubilisation du phosphate tricalcique. La quantification du phosphate 

solubilisé par les souches retenues permet de distinguer des taux de solubilisation de µg/ml 

obtenus avec 1406,17 1373,37 1333,9 1321,33  BT2, H10, EC6 et BV2 respectivement. En 

prenant en considération l’aspect qualitatif de ces deux principaux éléments indispensables 

pour la croissance des plantes ainsi que les teneurs en phosphate solubilisé les souches BT2 et 

EC6 seraient les meilleures candidates pour une éventuelle application comme biofertilisant.  

A l’issue du test de production et de quantification de l'acide indole acétique, nous 

constatons que la souche JR1 présente la meilleure production avec une concentration de 

2534,66 µg/ml. Elle est par conséquent la meilleure candidate pour être utiliser comme agent 

de stimulation de la croissance des plantes. 

La recherche des activités enzymatiques d’intérêt permet de constater la présence d’un 

potentiel important chez les souches testées. En effet, les différentes activités hydrolytiques 

recherchées ont été retrouvées chez la majorité des souches. La présence de ces activités permet 

d’utiliser ces souches comme agents de prévention des maladies des plantes. Cette application 

est renforcée par la capacité de ces souches à produire du cyanure d’hydrogène ce qui permet 

leur utilisation dans le contrôle biologique des maladies fongiques des racines des plantes. 

La plupart des souches étudiées ont montré une forte tolérance à l’égard du zinc, du 

plomb et du cadmium ce qui serait dû à leur capacité d’immobiliser, mobiliser ou transformer 

les métaux, réduisant ainsi leur toxicité. Cette caractéristique permet l’utilisation de ces souches 

dans la bioremédiation des sols pollués. 
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La capacité des souches testées de produire des exopolysaccharides et de former des 

biofilms permet l’utilisation de ces souches aussi bien dans la protection des plantes contre le 

stress abiotique que dans l’amélioration de la fertilité des sols. 

Les résultats obtenus au cours de cette étude restent préliminaires, il serait intéressant 

de les compléter par : 

Tests l’activité antibactérienne et antifongique de ces souches ;  

Recherche d’autres activités enzymatiques d’intérêts ;  

Testes d’effet PGPR de ces souches sur les plantes ;  

Formulations d’inocula et une application au champ.  

Vérification de la tolérance des souches aux facteurs physico-chimiques comme la 

chaleur, la dessiccation, les radiations et les oxydants. 

Démonstration de meilleures compétences concurrentielles par rapport aux 

communautés rhizobactériennes existantes. 
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Annexes 

Annexe I : Composition des milieux de culture 

 

 Milieu YMA : 

Mannitol…………………………….10g/l 

KH2PO4……………………………0,5g/l 

MgSO4; 7H2O………………....…..0,2g/l 

NaCl………………………………..0,1g/l 

Extrait de levure……………………0,4g/l 

Eau distillé……………………qsp1000ml 

pH………………………………….…..6,8 

 Milieu YEM : 

Mannitol……………………………10g/l 

K2HPO4……………………………0,5g/l 

MgSO4 ; 7H2O…………………… 0,2g/l 

NaCl………………………………..0,1g/l 

Extrait de levure……………………0,4g/l 

Eau distillé……………………qsp1000ml 

pH…………………………………..…6,8 

 Milieu PVK solide : 

Extrait de levure …………………..0,5g /l 

Glucose………………….…………10g /l 

MgSO4.7H2O………………….….0,1g /l 

(NH4)2SO4 ………………...…..…0,5g /l 

NaCl ………………………...…….0,2g /l 

KCl …………………………….….0,2g /l 

MnSO4;2H2O…...………...……0,002g /l 

FeSO4;7H2O..……………….….0,002g /l 

Agar….…………………….…….….15g/l 

pH ………………………………………7 

 Milieu NBRIP liquide : 

Glucose…………………………….10g/l 

CaPO4………………..………….12,5g/l 

MgCl2 ; 6H2O..…………….............5g/l 

MgSO4 ; 7H2O..………………...0,25g/l 

KCl……...…………………….…..0,2g/l 

NH4…...……………………….….0,1g/l 

Agar………………………………..15g/l 

Eau distillé…………………..qsp1000ml 

Ph………………………………………7 

 Milieu TSA : 

TSA…………………………..…….40g/l 

Glycine……….……………............1,4g/l 

Eau distillé…..………….……qsp1000ml 

PH……………………………….……..7 

 Milieu NFMM : 

KH2PO4.………….………………0,4g/l 
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K2HPO4…………………….…………0,1g/l 

MgSO4 ; 7H2O…………………….….0,2g/l 

NaCl……………………………….…..0,1g/l 

CaCl2 …………………………..……0,02g/l 

FeCl3…………………………………0,01g/l 

MoO4Na ; 2H2O……………………0,002g/l 

Malate de odium……………………....…5g/l 

Bleue de bromothymol……………...5 ml/0,5 

Agar…………………………………….20g/l 

Eau distillé………………………..qsp1000ml 

pH ………………………………..……..….7 

 Milieu Muller Hinton  

Muller Hinton………………………….38g/l 

Eau distillé………………………qsp1000ml 

pH………………………………………….7 

 Gélose nutritive  

GN…………………………….………13g/l 

Eau distillé…………………….qsp s1000ml 

pH ……………………………..…………..7 

 Milieu TSB  

TSB…………………………………… 33g/l 

Eau distillé………………………qsp 1000ml 

Ph……………………………………………7 

 Milieu Columbia  

Peptone……….……………….….…… 23g/l 

Amidon……………………..……………1g/l 

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

Extrait de levure………….…………..….5g/l 

Agar……………………….……………10g/l 

Eau distillé……………..………..qsp 1000ml 

Sang du mouton …….…………………..….5 

pH ………………………………………….7 

 Milieu basal à base de jaune d’œuf  

Tryptone……………………..…………5g/l 

Extrait de levure………………………2,5g/l 

Glucose………………………………….1g/l 

Eau distillé………………………qsp 1000ml 

Agar……………………………………15g/l 

Jaune d’oeuf…………………………....20% 

pH…………………………………………7 

 Gélose nutritive de Sierra  

Peptone…………………………………10g/l 

CaCl2…………………………….…….0,1g/l 

NaCl………………………………..……5g/l 

Tween 20……………………….………10ml 

Eau distillé…………………..…..qsp 1000ml 

Agar………………………………..…..15g/l 

pH ………………………………………….7 
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 Milieu à base de lait écrémé : 

Agar…………………………………….15g/l 

Eau distillé……………..….…….qsp 1000ml 

Lait écrémé……..……………….……….2ml 

pH…………………………………..……….7 

 Gélose nutritive à base d’amidon  

Amidon soluble….………….………….10g/l 

Extrait de viande……………………...…1g/l 

Extrait de levure.……………….…..….2,5g/l 

Peptone…………………………..…..….5g/l 

NaCl……………………………………..5g/l 

Eau distillé……………………….qsp 1000ml 

Agar……………………………………15g/l 

pH …………………………………….….7,2 

 

 

Annexe II : la composition des réactifs utilisés 

 

 Réactif de Salkowski 0,1%  

Cristal violet…………………………0,1g 

Eau distillé…………………….qsp 100ml 

Solution d’acide picrique  

Acide picrique……………………….0, 5g 

Eau distillé…………………..…qsp 100ml 

Carbonate de sodium……………….…2g 

Eau distillé……………………..qsp 100ml 

 Solution d’HCl à 2 M  

HCl pure…………………………16,43ml 

Eau distillé……………………qsp 100ml 

Solution de cristal violet à 1%  

FeCl3………………………………4,06g 

Acide perchlorique…………………75ml 

Eau distillé………………………qsp 75ml 

 Solution de rouge de Congo   

Rouge de Congo…………………0,1% 

Eau distillé…………………qsp 100ml 

 Solution de molybdate d’ammonium : 

 (NH4)2MoO4………………….. 0,96 g 

Eau distillé…………………qsp 100 ml 

 Solution d’acide ascorbique 

C6H8O6……………………………………….5g 

Eau distillé…………………………… qsp 25 ml 

Solution de tartrate de potassium et d’antimoine : 

K2Sb2(C8H4O12)•3H2O………………. 0,066 g 

Eau distillé…………………………….qsp 25ml  

Solution d’acide sulfurique : 

 H2SO4…………………………………...5.6 ml 

 Eau distillé…………………………...qsp 50ml 
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   Annexe III : Résultats et Discussions  

 

Tableau VI : les résultats de potentiel PGPR 

 

 

Tableau VII : Evaluation des activités enzymatiques des souches. 

  cellulase amylase pectinase protéase lipase estérase lécithinase hémolysine 

BT2 - + + ++ + + - + 

HG1 - + + +++ + + - - 

RLV + - - + - - - + 

K9 + + + - + - + + 

BV2 + + + +++ + + + + 

H10 - + - - + - + + 

MeK6 - +++ + - - + ++ - 

JR1 - ++ - - + + ++ + 

EC6 + + - - - - + - 

LV1 + + + +++ + + + + 

SV1 - - - - - - - - 

                    

 

 

 

 

 

 

  
Fixation 

d’azote 

Solubilisation de 

phosphate 

Production 

d’AIA 

BT2 + + + 

HG1 + - + 

RLV - + + 

K9 + + + 

BV2 + + + 

H10 + - + 

MeK6 + - + 

JR1 + - +++ 

EC6 + + + 

LV1 + + + 

SV1 - - + 
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             Tableau VIII : évaluation de la croissance des souches en présence du zinc. 

  5 µg 10 µg 15 µg 
20 

µg 
25 µg 30 µg 

BT2 ++ ++ ++ ++ ++ ++ 

HG1 ++ ++ ++ + + + 

RLV ++ ++ ++ ++ ++ + 

K9 ++ ++ ++ ++ ++ ++ 

BV2 ++ ++ ++ ++ ++ + 

H10 ++ ++ ++ ++ ++ ++ 

MeK6 ++ ++ ++ ++ ++ + 

JR1 ++ ++ ++ ++ ++ ++ 

EC6 ++ ++ ++ + + - 

LV1 ++ ++ ++ + + + 

SV1 ++ ++ ++ ++ ++ + 

Tableau IX : Evaluation de la croissance des souches en présence du plomb. 

  
25 

µg 

50 

µg 

100 

µg 

200 

µg 

300 

µg 

400 

µg 

500 

µg 

600 

µg 

BT2 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ + 

HG1 ++ ++ ++ ++ ++ ++ + + 

RLV ++ ++ ++ ++ ++ + + + 

K9 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ 

BV2 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ 

H10 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ 

MeK6 + + + + + + + - 

JR1 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ 

EC6 ++ ++ ++ + + + + - 

LV1 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ 

SV1 ++ ++ ++ ++ ++ + + - 

Tableau X : Evaluation de la croissance des souches en présence de cadmium. 

   2 µg  4 µg  6 µg  8 µg  10 µg 

BT2 - - - - - 

HG1 ++ ++ ++ ++ ++ 

RLV ++ ++ ++ ++ ++ 

K9 ++ ++ ++ ++ ++ 

BV2 ++ ++ ++ ++ ++ 

H10 ++ + - - - 

MeK6 + + + - - 

JR1 ++ ++ ++ ++ ++ 

EC6 ++ ++ ++ ++ + 

LV1 ++ ++ ++ ++ + 

SV1 ++ ++ ++ ++ + 
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Figure 17 : courbe d’étalonnage d’AIA. 

 

Figure 18 : courbe d’étalonnage de phosphore. 
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Figure 19 : Illustration de quelques galeries des souches étudiées. 

 

  Figure 20 : Classification hiérarchique ascendante basée sur les 

caractères La galerie API 20 NE 



 

 

Résumé  

L’objectif de ce travail est de sélectionner des rhizobactéries qui possède des effets 

promoteurs de croissance des plantes (PGPR). Une collection de 11 souches de rhizobactéries 

ont été testé pour leur capacité à fixer l’azote, solubiliser le phosphore, produire des enzymes 

lytiques, des phytohormones (AIA), des cyanures d’hydrogéne (HCN) et à former des biofilms, 

les souches ont également subi des tests de sensibilité aux antibiotiques et aux métaux lourds, 

ainsi qu’une caractérisation du métabolisme bactérien par galerie API 20 NE. Les résultats ont 

montrés que (7/11) des souches peuvent fixer l’azote et solubiliser le phosphore, (9/11) 

produisent de l’ HCN, (11/11) produisent de l’AIA à des concentrations variables et forment 

des biofilms,   ainsi qu’une résistance de la majorité des souches à la plus part des antibiotiques 

et aux différentes concentrations des métaux lourds testés. A l’égard des activités enzymatiques 

d’intérêt, elles ont été retrouvés dans la plus part des souches. Les résultats significatifs obtenus 

montrent que, au moins 3 souches parmi la collection font une approche prometteuse pour la 

création d'un consortium au profit de 'agriculture et de l'environnement. 

Mots clés : légumineuse, vicie, rhizosphére, PGPR, rhizobium, agriculture durable.  

 

Abstract 

The aim of this work is to select rhizobacteria with plant growth-promoting effects 

(PGPR). A collection of 11 strains of rhizobacteria were tested for their ability to fix nitrogen, 

solubilize phosphorus, produce lytic enzymes, phytohormones (AIA), hydrogen cyanides 

(HCN) and form biofilms. The strains were also tested for sensitivity to antibiotics and heavy 

metals, and characterized for bacterial metabolism by API 20 NE gallery. Results showed that 

(7/11) strains can fix nitrogen and solubilize phosphorus, (9/11) produce HCN, (11/11) 

produce IAA at variable concentrations and form biofilms, as well as resistance of the 

majority of strains to most antibiotics and to the various concentrations of heavy metals 

tested. Enzyme activities of interest were found in most strains. The significant results 

obtained show that at least 3 strains from the collection represent a promising approach for the 

creation of a consortium for the benefit of agriculture and the environment. 

Key words: legume, Vicia, rhizosphere, PGPR, rhizobium, sustainable agriculture.  
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