République Algérienne Démocratique et Populaire
Ministere de ’Enseignement Supérieur et de la Recherche Scientifique
Université A.MIRA-BEJAIA

Tasdawit n Bgayet
Université de Béjaia
Faculté des sciences et de la nature et de la vie

Département de Microbiologie
Laboratoire de Maitrise des Energies Renouvelables/Equipe de Biomasse et Environnement

THESE
ENVUE DE L’OBTENTION DU DIPLOME DE
DOCTORAT

Domaine : Sciences de la Nature et de la Vie  Filiere : Sciences Biologiques
Spécialité : Microbiologie
Présentée par
M"® BELKEBLA Nadia

Theme

Effet de la salinité sur la variation du NPKSi dans le sol et ’'impact de
certaines bactéries sur la restauration de ces éléments dans les sols salés

Soutenue le : 05 Février 2026 Devant le Jury composé de :

Nom et Prénom Grade

Mr.
Mr.

DJOUDI Ferhat Professeur Univ. de Bejaia Président
NABTI El-Hafid Professeur Univ. de Bejaia Rapporteur

Mme. Cruz Cristina Professeur Univ. de Lisbonne Co-encadreur
Mme.SOUAGUI Samiha MCA Univ. de Bejaia Examinatrice
Mme. GHAROUT Alima MCA Univ. de Bejaia Examinatrice

Mr.

MOKRANI Slimane MCA Univ. de Mascara Examinateur

Année Universitaire 2025/2026




Remerciements

En premier lieu, j’exprime ma profonde gratitude au professeur NABTI El-Hafid,
directeur de cette thése, pour avoir dirigé activement ce travail. Je vous remercie, Monsieur,
pour votre soutien constant, votre disponibilité, votre confiance, votre optimisme et votre
professionnalisme. Vos qualités scientifiques et humaines, ainsi que vos conseils avisés,

m’ont été d’une aide précieuse tout au long de ce parcours.

J’adresse également mes sincéres remerciements a Madame Gharout-Sait Alima,
Madame Souagui Samiha et Monsieur Mokrani Slimane pour I’examen attentif de ce
manuscrit et pour leur contribution a la réussite de la soutenance, ainsi qu’a Monsieur Djoudi
Ferhat. pour ’honneur qu’il m’a fait en présidant ce jury. Vos efforts participeront, sans

aucun doute, a la valorisation et a 1’amélioration de ce travail.

Je tiens a exprimer toute ma reconnaissance au professeur Cristina CRUZ, cheffe du
laboratoire CE3C — Centre for Ecology, Evolution and Environmental Changes a Lisbonne
(Portugal), pour m’avoir chaleureusement accueillie au sein de son équipe. Merci, Professeur,

pour votre disponibilité et pour vos précieux conseils.

Mes remerciements les plus chaleureux vont également a mon amie AIT BESSAI Sylia,
pour sa présence constante et son soutien indéfectible, ainsi qu’a mon amie et collegue

ABDOUNE Ahlam, dont I’accompagnement m’a été d’un grand réconfort.

Je souhaite aussi remercier les membres du Laboratoire de Maitrise des Energies
Renouvelables, et plus particulierement ceux de notre équipe Biomasse et Environnement :
Dahdah Kamel, Tabli Nacera, Bensidhoum Leila, Khelloufi Noria, Abassi Houcine et

Mokrane Fatima. Merci a vous pour votre disponibilité et votre esprit d’équipe.

Je n’oublie pas non plus tous les membres du laboratoire CE3C : Philipa Joana, Paolo,
Manuella, Margarida, Paola, Juliana, Ines, Marta, Teresa, Rute, ainsi que I’ensemble des

collaborateurs, pour leur aide scientifique, leur générosité et leur sympathie.

Enfin, que toutes les personnes qui ont contribué, de pres ou de loin, a 1’élaboration de

cette thése trouvent ici I’expression de ma sincere reconnaissance et de mes remerciements.

Merci a toutes et a tous.



Dédicace

A mes trés chers parents, aucun mot ne saurait traduire I’immensité de mon amour, de

mon respect et de ma profonde gratitude.

A mon frére Bouzid, & ma belle-sceur Biba, ainsi qu’a mes ni¢ces Nayla et Dina, je

souhaite tout le bonheur et la réussite dans vos vies.
A ma sceur Lidya, je souhaite une longue vie emplie de joie et de sérénité.
A ma petite sceur Feriel, ne change rien : tu es et resteras la meilleure.

Nadia



TABLE DE MATIERES

LISTE DES ABREVIATIONS 7
LISTE DES TABLEAUX 8
LISTE DES FIGURES 9
INTRODUCTION 1
1 IMPACT DE LA SALINITE SUR LA PRODUCTION AGRICOLE 4
1.1 SOL ET RHIZOSPHERE 4
1.1.1 LEsoL 4
1.1.2 LA RHIZOSPHERE 4
1.2 PRODUCTION AGRICOLE ET SALINITE 5
1.2.1 INFLUENCE DU STRESS ABIOTIQUE SUR LA PRODUCTION AGRICOLE 5
1.2.2 DEFINITION DE LA SALINITE 6
1.2.3 3.3. FACTEURS NATURELS DE SALINISATION DES SOLS 7
1.2.4 FACTEURS ANTHROPIQUES CONDUISANT A LA SALINISATION DES SOLS 7
2 LES BACTERIES FAVORISANT LA CROISSANCE DES PLANTES (PGPB) 9
2.1 DEFINITIONS 9
2.2 LESPRINCIPAUX ROLES DES PGPB 9
2.2.1 BIO-STIMULATION 10
2.2.1.1 Production de phytohormones 10
2.2.1.2 Production d’aminocyclopropane-1-carboxylate (ACC) désaminase 10
2.2.2 BIO-CONTROLE 11
2.2.3 BIO-FERTILISATION 12
2.2.3.1 Fixation de l'azote 12
2.2.3.2 Solubilisation du phosphate 15
2.2.3.3 Solubilisation du potassium 16
2.2.3.4 Solubilisation du silicium 17
2.3 INFLUENCE DE LA SALINITE SUR LES MICROORGANISMES DU SOL ET SUR LES INTERACTIONS
PLANTES—MICROORGANISMES 19
2.4 ROLES DES PGPB DANS L'AMELIORATION DE LA TOLERANCE AU STRESS 20



2.5 APPLICATION DES PGPB DANS LA RESTAURATION DES SOLS SALINS 21
1 ISOLEMENT DE BACTERIES TELLURIQUES, ETUDE DE LEURS PROPRIETES
D’INTERET AGRICOLE ET EVALUATION DE L'IMPACT DE LA SALINITE SUR LA
DISTRIBUTION DE CES PROPRIETES 23
1.1 ECHANTILLONNAGE 23
1.2 PROPRIETES PHYSIQUES ET CHIMIQUES DES ECHANTILLONS DE SOL 24
1.2.1 PH 24
1.2.2 CONDUCTIVITE ELECTRIQUE 25
1.2.3 CONTENU EN EAU GRAVIMETRIQUE 25
1.2.4 MATIERE ORGANIQUE TOTALE 25
1.3 ISOLEMENT ET PURIFICATION DES BACTERIES TELLURIQUES 26
1.4 HALOTOLERANCE DES ISOLATS SELECTIONNES 27

2 RECHERCHE DE PROPRIETES D’INTERET AGRICOLE ET ETUDE DE L'IMPACT DE

LA SALINITE SUR CES PROPRIETES 28
2.1 PRODUCTION DE PHYTOHORMONE (AIA) 28
2.2 PRODUCTION D’ENZYMES D’INTERET AGRICOLE 29
2.2.1 CELLULASE 30
2.2.2 CHITINASE 30
2.2.3 AMYLASE 31
2.2.4 PROTEASE 31
2.2.5 ESTERASE 31
2.2.6 LIPASE 31
2.2.7 UREASE 32
3 EFFET DE LA SALINITE SUR LA FIXATION D’AZOTE, LA SOLUBILISATION DU

PHOSPHATE, DU POTASSIUM ET DU SILICATE 33
3.1 [EFFETS DUR LA FIXATION DE L’AZOTE 33
3.2 EFFETS SUR LA SOLUBILISATION DU PHOSPHATE INORGANIQUE 33
3.2.1 SUR MILIEU SOLIDE 33
3.2.2 QUANTIFICATION EN MILIEU LIQUIDE 34
3.3 EFFETS SUR LA PRODUCTION DE PHYTASE 34
3.3.1 SUR MILIEU SOLIDE 34



3.3.2 ANALYSE QUANTITATIVE 35

3.4 EFFETS SUR LA SOLUBILISATION DU POTASSIUM 36
3.4.1 SUR MILIEU SOLIDE 36
3.4.2 EN MILIEU LIQUIDE 36
3.5 EFFETS SUR LA SOLUBILISATION DU SILICATE 36
3.5.1 EVALUATION QUALITATIVE 36
3.5.2 EVALUATION QUANTITATIVE 37

4 EFFET D’UNE SOUCHE PGPB SUR LA GERMINATION, LA CROISSANCE DES
PLANTULES DE BLE (TRITICUM AESTIVUM) ET LA RESTAURATION DU PHOSPHATE

SOUS STRESS SALIN INDUIT 38
4.1 IDENTIFICATION MOLECULAIRE 38
4.1.1 EXTRACTION DE L’ADN TOTAL 38
4.1.2 AMPLIFICATION DU GENE CODANT POUR L'’ARN 16S 38
4.1.3 ELECTROPHORESE SUR GEL D’AGAROSE 39
4.1.4 SEQUENCAGE 39
4.1.5 ANALYSE PHYLOGENETIQUE 40
4.2 PREPARATION DES CULTURES BACTERIENNES 40
4.3 ORIGINE DES GRAINES ET STERILISATION DE SURFACE 40
4.4 INOCULATION DES GRAINES DE BLE PAR LES SOUCHES SELECTIONNEES 41
4.5 PROTOCOLE EXPERIMENTAL 41
4.6 FACTEURS FAVORISANT LA CROISSANCE DES PLANTULES DE BLE 42
4.7 [EFFET DES SOUCHES SUR LA RESTAURATION DU PHOSPHATE 43
4.8 ANALYSE STATISTIQUE 44

1 ISOLEMENT DE BACTERIES TELLURIQUES, RECHERCHE DE LEURS
PROPRIETES D’INTERET AGRICOLE ET ETUDE DE L’'IMPACT DE LA SALINITE SUR

LA DISTRIBUTION DE CES PROPRIETES 45
1.1 PROPRIETES PHYSICOCHIMIQUES DES ECHANTILLONS DE SOL 45
1.2 ISOLEMENT BACTERIEN 47
1.3 HALOTOLERANCE DES ISOLATS 47
1.4 RECHERCHE DES ACTIVITES D’INTERET AGRICOLE 48
1.4.1 PRODUCTION D’AIA 48

1.4.2 ACTIVITES ENZYMATIQUES 50



2 EFFET DE LA SALINITE SUR LA FIXATION DE L’AZOTE, LA SOLUBILISATION DU

PHOSPHATE, DU POTASSIUM ET DU SILICATE 54
2.1 FIXATION BIOLOGIQUE DE L’AZOTE ATMOSPHERIQUE 54
2.2 SOLUBILISATION DU PHOSPHATE INORGANIQUE 56
2.3 SOLUBILISATION DU PHOSPHATE ORGANIQUE 58
2.4 SOLUBILISATION DU POTASSIUM 61
2.5 SOLUBILISATION DU SILICATE 62

3 EFFET D’UNE SOUCHE PGPB SUR LA GERMINATION, LA CROISSANCE DES

PLANTULES DE BLE (TRITICUM AESTIVUM) ET LA RESTAURATION DE PHOSPHATE

SOUS STRESS SALIN INDUIT 65
3.1 IDENTIFICATION MOLECULAIRE 65
3.2 EFFET DE PSEUDOMONAS AZOTOFORMANS SUR LA GERMINATION DES GRAINES DE BLE 65
3.3 EFFET DE P. AZOTOFORMANS SUR LA CROISSANCE DES SEMIS DE BLE 67
3.4 [ESTIMATION QUANTITATIVE DU PHOSPHATE SOLUBLE DANS LE SOL 70



Liste des abréviations

AIA : Acide indole-3-acétique

ANOVA : Analyse de variance

ARN : Acide ribonucléique

ARNTr 16S : ARN ribosomique 16S

CE : Conductivité électrique

CE3C : Centre for Ecology, Evolution and Environmental Changes (Université de Lisbonne)
DNAJ/ADN : Acide désoxyribonucléique

DO600 : Densité optique mesurée a 600 nm

GMM : Glucose Minimal Medium

GN : Gélose nutritive

LB : Luria—Bertani (milieu de culture)

MS : Matiére seche

MOT : Matiere organique totale

NaCl : Chlorure de sodium

PBS : Phosphate Buffered Saline (solution saline tamponnée au phosphate)

PGPB : Plant Growth-Promoting Bacteria (bactéries favorisant la croissance des plantes)
PGPR : Plant Growth-Promoting Rhizobacteria (rhizobactéries favorisant la croissance des
plantes)

pH : Potentiel hydrogéne

ppm : Parties par million

SOM : Soil Organic Matter (matiere organique du sol)

TE : Tampon Tris-EDTA (Tris-HCI + EDTA)

0g : Teneur en eau gravimétrique



Liste des tableaux

Tableau 1. Processus métaboliques assurés par les microorganismes dans le sol (d’aprés

PrESCOLL, 2002)......uvieieieiie ettt ettt et e st e e be e ear e e s be e st e et e e et e he e e be e treereenaeeaars 5
Tableau 2. Réponse microbienne a la salinité (Ghoul, 1990 ; Prescott, 2002) .................... 8
Tableau 3. Localisation géographique des échantillons de sol .............ccccoeveiieiieiicienn, 23
Tableau 4. Propriétés physicochimiques des échantillons de Sol ............cccocvvoviiviiviieiennen, 45

Tableau 5. Solubilisation du phosphore inorganique par ’isolat N76 sur milieux solides
3 0 1T 18 o L= SRS 57
Tableau 6. Minéralisation du phosphate organique par I’isolat N76 sur milieux solides et
1o [0 o L= PSSP PP PR P TP URPRPRPPOPTR 59
Tableau 7. Disponibilité du phosphore (ppm) dans les sols témoins et les sols contenant

des graines inoculées avec P. azotofOrmans...........cccvcveiieii s, 70



Liste des figures
Figure 1. Pertes agricoles dues aux facteurs biotiques et abiotiques au niveau planétaire
(Ashraf et al., 2012) ...cocuiiiiiiiieiiee e 6

Figure 2. Mécanisme d’action de ’ACC désaminase sur la production de I’éthylene par

la plante sous stresses abiotiques (Saravanakumar, 2012) .......ccccocvviviiieiivisiiiiiiiresen, 11

Figure 3. Effet de la salinité sur la plante et le r6le des PGPB dans I’atténuation de ces
effets et la stimulation de la croissance végétale sous conditions de stress salin (Belkebla

et al., 2022) .oiuiiiiiiiiie 16
Figure 4. Schéma illustratif de la procédure d’isolement bactérien a partir des
echantillons du SOL......ceeiiiiiiiiiiss s, 26
Figure 5. Schéma illustratif de test de holotolérance des isolats sur milieu GMM......... 27
Figure 6. Test de production d’Acide Indole 3-ACEtIQUE..........ccoovvviiiiiiiiiiiiciiiieee, 29
Figure 7. Schéma récapitulative de la méthode des disques d’agar (original).................. 30

Figure 8. Illustration des étapes de préparation d’inoculum bactérien, de la stérilisation

des graines du blé (Triticum aestivum) et leur inoculation...........c.cccocevvvceiciiviiriirsirane, 41

Figure 9. Quelques étapes d’évaluation des parameétres de la croissance des plantules du

DI, 43
Figure 10. Aspect d’un résultat positif pour la production d’AIA ..., 49
Figure 11. Aspect des réesultats positif des activités enzymatiques testées....................... 51

Figure 12. Aspect de la zone de solubilisation du phosphate tricalcique par un de nos

isolats sur le milieu de Pikovskaya apres 48h d’incubation_................ccooocvviiiiiiiiiiiinnnnn, 56

Figure 13. Effet de P. azotoformans sur la germination des graines de blé sous
différentes concentrations de NaCl...........ccoovoviivioiiiiieiiiii st 66

Figure 14. Effet de P. azotoformans sur le poids frais des plantules de blé sous

différentes concentrations d& NAC.........ooeii it e e e ettt eeasesesaeeeeeeeeaasaaaas 67

Figure 15. Effet de P. azotoformans sur le poids sec des semis de blé sous differentes
concentrations de NaCK.......o.cueiiiiiiiiiee ettt 68

Figure 16. Effet de P. azotoformans sur la longueur des pousses des plantules de blé sous

différentes concentrations d& NAC.........ooeii it e e e ettt eeasesesaeeeeeeeeaasaaaas 69

Figure 17. Effet de P. azotoformans sur la longueur des racines des plantules de blé sous

différentes concentrations de NACH ........oouiiiiiiiiiiiiiiiiiiee e eieeieieeeeeeieeeeeeeeeereeeeeeeeeeeeeeeeeees 70







Introduction

Introduction

L’un des principaux défis de ce siécle pour I’humanité est de garantir une production
alimentaire suffisante pour une population mondiale en forte expansion, tout en préservant les
ressources ecologiques et énergétiques de notre planéte. Selon la révision des Nations Unies
de 2006, la population mondiale devrait atteindre 8,9 milliards d’habitants en 2050, soit une
augmentation d’environ 47 %. En 2011, ’ONU annongait deja que la population mondiale
avait franchi le seuil des 7 milliards. Toutefois, ces prévisions ont été révisées a la fin de
I’année 2015 : la plancte devrait accueillir entre 9,725 et 11,213 milliards d’habitants d’ici

2050 et 2100 respectivement (UN, 2004 ; Ashraf et al., 2012 ; UN, 2015).

Face a cette croissance demographique, particulierement marquée en Asie (60 %) et en
Afrique (16 %), I’augmentation de la production agricole est devenue une nécessité afin de
répondre aux besoins alimentaires mondiaux (Waughray, 2011). Ainsi, la production de blé
devra passer de 3,1 a 3,5 tonnes par hectare dans les pays en développement entre 2015 et
2030 pour satisfaire les besoins nutritionnels (FAO, 2012 ; UN, 2015).

Les engrais chimiques sont largement utilisés pour accroitre la croissance et le
rendement des cultures. Cependant, 1’usage intensif des pesticides, herbicides et 1’irrigation
excessive ont conduit a I’accumulation de quantités importantes de substances toxiques,
provoquant une dégradation sans précédent des sols agricoles (Tak et al., 2013). Ces pratiques
aggravent les changements climatiques, entrainent une perte de biodiversité, réduisent les
réserves planétaires en eau douce et favorisent la salinisation des sols (Shahbaz et Ashraf,
2013).

On estime qu’environ 6 % de la surface terrestre est affectée par la salinité, ce qui
correspond a 20 % des terres irriguées dans le monde. Chaque année, la salinité dégrade pres
de 10 millions d’hectares de terres agricoles (Silini et al., 2016). Ces zones se situent
principalement dans les régions arides et semi-arides, ou les précipitations insuffisantes ne
permettent pas le lessivage des sels accumulés dans les couches superficielles du sol. De plus,
il est prévu que plus de 50 % des terres agricoles mondiales seront touchees par la salinité
d’ici 2050 (Jamil et al., 2011 ; Dikilitas et Karakas, 2012 ; Stankovi¢ et al., 2015). En Algérie,
entre 10 et 15 % des terres irriguées sont affectées, soit prés de 3,2 millions d’hectares,

répartis aussi bien au Nord qu’au Sud du pays (Silini et al., 2016).
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La salinité altére negativement les propriétés physico-chimiques du sol, notamment le
pH, la capacité d’échange cationique et la teneur en carbone organique. Le stress salin limite
fortement la croissance et le développement des plantes. 1l perturbe la production hormonale,
la transpiration, la photosynthése, la translocation des nutriments, et accroit la production
d’¢éthyléne au niveau racinaire, affectant ainsi divers processus métaboliques (Liu et al.,

2021).

Pour améliorer la tolérance des plantes au stress salin, plusieurs stratégies ont été mises
en ceuvre : sélection de variétés tolérantes au sel, adoption de systemes de culture alternatifs et
de pratiques de gestion spécifiques (telles que I’irrigation goutte-a-goutte), développement de
cultures genétiquement modifiées ou encore application exogene de solutés compatibles a
propriétés osmoprotectrices. Toutefois, ces approches demeurent colteuses et peu durables
(Kumar et al., 2020). Une alternative prometteuse repose sur l’utilisation de bactéries
promotrices de croissance des plantes halotolérantes (PGPB), une stratégie écologique,

durable et économiquement avantageuse (Singh et al., 2017).

Les PGPB exercent leurs effets bénéfiques sur le sol et les plantes a travers divers
mécanismes : production de phytohormones (Ait Bessai et al., 2022), lutte biologique contre
les agents phytopathogénes (Mojgani et al., 2017), dégradation des polluants organiques
(Gamalero et al., 2009), augmentation de la disponibilité des nutriments par fixation
biologique de I’azote (Padda et al., 2016), solubilisation des formes insolubles de phosphates,
potassium et silicates (Gupta et al., 2015), et amélioration de la tolérance des plantes au stress
salin (Singh et al., 2017).

L’azote (N), le phosphore (P) et le potassium (K) constituent les macronutriments
essentiels a la croissance et au développement des plantes (Vessey et al., 2003). lls
interviennent dans des processus physiologiques clés tels que 1’activation enzymatique, la
synthese protéique, la photosynthese, la résistance aux maladies et aux ravageurs, ainsi que
I’osmorégulation (Marschner et al., 2001). Si 1’azote est disponible dans I’atmosphere, le
phosphore et le potassium sont en grande partie immobilisés dans le sol par précipitation
chimique, devenant ainsi peu solubles et donc difficilement accessibles aux racines. Le
silicium (Si), bien que non essentiel, joue un rdle important dans la régulation de la
conductivité électrique du sol, la stabilisation du pH, I’amélioration des échanges cationiques

et la réduction des effets du stress salin (Cornelis et al., 2011).

Dans le cadre de cette étude, les objectifs fixés sont les suivants :
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Isoler des bactéries telluriques a partir de différents sols prélevés dans plusieurs
régions d’Algérie.

Evaluer in vitro les profils métaboliques présentant un intérét agronomique chez
les isolats obtenus.

Etudier la capacité de ces bactéries a fixer 1’azote atmosphérique et a solubiliser
le phosphate, le potassium et le silicium en présence de différentes
concentrations de NacCl.

Identifier les bactéries présentant le plus fort potentiel en termes de fixation de
I’azote atmosphérique et de solubilisation des nutriments (P, K, Si).

Evaluer I’effet des isolats sélectionnés sur la germination, la croissance et la

solubilisation du phosphate chez les plantules de blé cultivées sous stress salin.
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1 Impact de la salinité sur la production agricole
1.1 Sol et rhizospheére

1.1.1 Le sol

Le sol constitue la couche superficielle vivante et dynamique de la lithosphere terrestre,
d’une épaisseur variant de quelques centimetres a plusieurs metres. Il est formé d’une matrice
solide (organique et minérale), de liquides et de gaz. Son organisation en horizons distincts
refléte ’influence des matériaux originels, des pertes et transformations de maticre, ainsi que

des flux d’énergie (Barles et al., 1999).

Support de vie indispensable, le sol abrite une grande diversité d’organismes en
interactions continues : plantes, vers, nématodes, acariens, protozoaires, algues, champignons,
eubactéries, archées, entre autres (Scow, 2004). Cette richesse biologique lui confére un réle

central dans le fonctionnement des écosystemes et la productivité agricole.

1.1.2 La rhizosphere

Le terme rhizosphere fut introduit en 1904 par Lorenz Hiltner pour désigner la zone du
sol directement associée aux racines, caractérisée par une densité microbienne plus élevée que
celle observée dans les sols non cultivés. Depuis, plusieurs définitions ont été proposées, mais
celle de Hiltner demeure la plus universellement admise (Hartmann et al., 2008).

Les racines liberent une grande diversité de composés (alcools, éthyléne, sucres, acides
aminés, acides organiques, vitamines, nucléotides, polysaccharides et enzymes). Cette
exsudation racinaire fagconne fortement les communautés microbiennes du sol, créant un
écosystéme spécifique — la rhizosphere — particulierement favorable a leur développement
(Prescott, 2002).

En retour, de nombreux microorganismes de la rhizosphere contribuent au bon
fonctionnement des plantes par des interactions mutualistes : fixation de 1’azote
atmosphérique, dégradation de la matiere organique, stimulation de la croissance et protection

contre divers stress biotiques et abiotiques (Schmitt-Kopplin et al., 2007).
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Tableau 1. Processus métaboliques assurés par les microorganismes dans le sol (d’apreés

Prescott, 2002).

Processus Description

Fixation biologique de _ o ) .
| Conversion de 1’azote moléculaire en ammoniac par les bactéries.
’azote

o Absorption et assimilation de ’ammonium ou du nitrate par les
Immobilisation ) ]
microorganismes.

o Catabolisme bactérien et fongique de la matiére organique azotée en
Ammonification ]
ammonium.

Nitrification Oxydation bactérienne de I’ammonium en nitrites puis en nitrates.

o Conversion bactérienne du nitrate en oxyde nitreux et en azote
Denitrification o
moléculaire.

o Transformation microbienne de la matiére organique en azote mineral via
Minéralisation o o
ammonification ou nitrification.

1.2 Production agricole et salinité

La croissance demographique mondiale souléve des défis majeurs en matiére de sécurité
alimentaire. La dégradation des écosystemes, la perte de biodiversité et la diminution de la
disponibilité des nutriments imposent une gestion raisonnée des ressources naturelles et le

recours a des outils innovants pour limiter ’impact des facteurs environnementaux (Ashraf et

al., 2012).

1.2.1 Influence du stress abiotique sur la production agricole

Divers facteurs environnementaux réduisent le rendement et la qualité des productions
agricoles : sécheresse, températures extrémes, déséquilibre des nutriments (toxicité ou
carences), pH défavorable et salinite. Ces stress abiotiques sont considérés comme les

principales contraintes limitant la productivité des cultures (Ashraf et Foolad, 2007).

La salinité, en particulier, constitue une cause majeure de pertes agricoles, responsables
d’environ 20 % des diminutions de rendement (Athar et Ashraf, 2009). Elle perturbe la
germination et la densité des peuplements, limite la croissance végétative et réduit la
productivite. Dans les cas les plus séveres, elle entraine la mort des plantes. La salinité
restreint 1’absorption des nutriments, altere la qualité de 1’eau disponible et affecte le
métabolisme des organismes du sol, ce qui compromet la fertilité. Elle favorise également

I’imperméabilisation des horizons profonds, rendant certaines terres incultivables.
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Indirectement, la salinisation dégrade la structure du sol, induisant un compactage et
une réduction de la porosité. Les sols salins se caractérisent par une faible perméabilité, une
faible conductivité hydraulique et une instabilité des agrégats (Freire et al., 2009 ; Silva et al.,
2012).
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Figure 1. Pertes agricoles dues aux facteurs biotiques et abiotiques au niveau planétaire
(Ashraf et al., 2012)

1.2.2 Définition de la salinité

La salinité des sols fait partie intégrante des écosystemes naturels des régions arides et
semi-arides. Elle constitue un probléeme mondial, affectant gravement plus de 800 millions

d’hectares de terres arables (van Bruggen et al., 2006).

Un sol est défini comme « salin » lorsque la conductivité électrique de son extrait de
saturation, mesurée a 25 °C, est supérieure a 4 dS/m, que sa concentration en sels est > 0,25
%, et que son pH est inférieur a 8,5. Cette salinité est principalement due au chlorure de

sodium (NaCl), mais également a I’accumulation d’autres sels hydrosolubles tels que les ions

K*, Mg?*, Ca?*, SO+*, COs* et HCOs™ (Blaylock, 1994).

Lorsque les précipitations sont insuffisantes pour lixivier ces ions, les sels s’accumulent
et entrainent la salinisation du sol. L’exceés de sodium, appelé sodification, provoque la
destruction de la structure du sol, réduisant la disponibilité en oxygene et compromettant la

croissance des plantes (Silva et al., 2012). Outre le sodium, les carbonates et sulfates de
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calcium, magnésium et potassium peuvent €également s’accumuler en quantités importantes

(Munns & Tester, 2008 ; Rengasamy, 2010).

1.2.3 3.3. Facteurs naturels de salinisation des sols

La salinisation peut étre d’origine naturelle (salinisation primaire), sous I’influence de

divers facteurs environnementaux (Silva et al., 2012) :

— phénomenes géologiques augmentant la concentration en sels des eaux
souterraines ;

— remontée capillaire d’eaux souterraines riches en sels ;

— infiltration dans des zones situées sous le niveau de la mer (micro-dépressions
mal drainées) ;

— drainage d’eaux issues de substrats géologiques riches en sels ;

— transport éolien de sels depuis les zones cotiéres vers 1’intérieur des terres.

La météorisation des minéraux primaires des roches constitue la source indirecte de la
majorité des sels présents dans les sols. Toutefois, seuls quelques cas entrainent une
accumulation suffisante pour générer des sols salins. A 1’échelle mondiale, 1’extension des
terres salinisées par des processus naturels reste faible en comparaison de celle induite par les
activités humaines (Shahid et al., 2018).

En général, la salinisation affecte les sols des régions a faibles précipitations et a nappes
phréatiques peu profondes. Dans les zones cotiéres, elle peut résulter de la surexploitation des

eaux souterraines, favorisant I’intrusion marine (Nachshon, 2018 ; Silva et al., 2012).

1.2.4 Facteurs anthropiques conduisant a la salinisation des sols

La salinisation secondaire est largement due aux activités humaines, notamment (Silva
etal.,, 2012) :

— T’irrigation avec des eaux riches en sels ;

— [D’élévation du niveau phréatique par infiltration (canaux non revétus, drainage
inadéquat, irrigation déficiente) ;

— Dagriculture intensive sur sols a faible perméabilité, limitant le lessivage des sels

— la contamination des sols par des eaux industrielles salines et sous-produits.
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Dans les régions arides et semi-arides, I’irrigation est indispensable pour pallier
I’insuffisance des précipitations (ex. nord-est du Brésil). Toutefois, comme toutes les eaux
naturelles contiennent des sels dissous, leur usage entraine nécessairement une accumulation

progressive de sels dans le profil du sol (Fernandez Garcia et al., 2020).
La sevérité de la salinisation dépend de :

— la qualité de I’eau d’irrigation,
— laprésence et I’efficacité du drainage naturel ou artificiel,
— la profondeur de la nappe phréatique,

— lateneur initiale en sels du sol.

Le déséquilibre entre I’apport en sels par I’irrigation et leur élimination par le drainage
est le mécanisme central de la salinisation. Dans les climats arides, la forte évapotranspiration
et la faible perméabilité des sols aggravent I’accumulation des sels en surface (Mohanavelu et
al., 2021).

La salinisation modifie profondément les propriétés physico-chimiques et biologiques
des sols, affectant la minéralisation de 1’azote et du carbone, ainsi que ’activité enzymatique

microbienne, essentielle au recyclage des nutriments (Tejada et al., 2006 ; Wong et al., 2008).

Enfin, "apport répété d’engrais organiques (fumier animal), bien que bénéfique pour la
fertilité, peut introduire des sels en quantités significatives, contribuant a long terme a la

salinisation et a la pollution diffuse (Allen et al., 2006 ; Garbarino et al., 2003).

Tableau 2. Réponse microbienne a la salinité (Ghoul, 1990 ; Prescott, 2002)

Catégorie Conditions de croissance

Non-halophiles Croissance optimale a < 0,2 M NaCl

Halophiles faibles Croissance optimale entre 0,2 et 0,5 M NaCl

Halophiles modérés | Croissance optimale entre 0,5 et 2,5 M NaCl

Halophiles extrémes | Croissance optimale entre 2,5 et 5,2 M NaCl

Halotolérants Non-halophiles pouvant tolérer le sel

Alcalophiles Croissance optimale a pH 8,5-11,5
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2 Les bactéries favorisant la croissance des plantes
(PGPB)

Plusieurs stratégies ont été mises en ceuvre afin d’accroitre la production agricole, aussi bien
dans les zones affectées que non affectées par le stress salin. Parmi celles-ci, 1’utilisation de
microorganismes capables de protéger et de stimuler la croissance des plantes constitue une
approche majeure en faveur d’une agriculture durable. Au cours des trois derniéres décennies,
I’application des PGPB dans la protection des plantes contre la salinité et dans 1’amélioration
du rendement des cultures a fait 1’objet de nombreux travaux. Les résultats obtenus sont
prometteurs et encouragent a poursuivre les recherches dans cette voie (Figueiredo et al.,
2010).

2.1 Définitions

1. PGPB: Les bactéries favorisant la croissance des plantes (PGPB) sont
généralement définies comme des bactéries libres du sol capables d’interagir de
maniére bénéfique avec les végétaux.

2. PGPR: Kloepper et Schroth (1978) ont introduit le terme « rhizobactéries »
pour désigner la communauté bactérienne colonisant de fagcon compétitive les
racines des plantes tout en améliorant leur croissance (Bhattacharyya et Jha,
2012). Les PGPR (Plant Growth-Promoting Rhizobacteria) correspondent donc
aux bactéries de la rhizosphere. Ainsi, une rhizobactérie est qualifiée de PGPR
si, inoculée dans la rhizosphere d’une plante, elle est capable de Iui conférer un
effet bénéfique (Darrah, 1993 ; Barriuso et al., 2008).

2.2 Les principaux réles des PGPB

En fonction de leurs activités, les PGPB sont classées en plusieurs categories :

— Biofertilisants : ils améliorent la disponibilité des éléments nutritifs pour les
plantes.

— Phytostimulateurs : ils favorisent la croissance des végétaux, notamment par la
production de phytohormones.

— Bioremédiateurs : ils dégradent les polluants organiques.

— Biopesticides : ils protegent contre les stress biotiques, principalement via la

production de métabolites antibiotiques et antifongiques (Somers et al., 2004).
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Les PGPB stimulent la croissance et le rendement des cultures par la production de
divers métabolites d’intérét agronomique, tels que les phytohormones, certaines enzymes et
des substances antifongiques. Les effets de ces composeés bactériens se manifestent a plusieurs

niveaux et a différents stades du développement végetal.

2.2.1 Bio-stimulation

2.2.1.1 Production de phytohormones

Cing grandes classes de régulateurs de la croissance végetale ont été identifiées : les
auxines, les gibbérellines, les cytokinines, I’éthyléne et I’acide abscissique (Zahir et al., 2004 ;
Morrone et al., 2009 ; Reddy, 2014). Parmi elles, I’acide indole-3-acétique (AlA) constitue la
phytohormone la plus répandue et la mieux étudiée, en raison de son réle majeur dans la
stimulation de la croissance des plantes en conditions normales comme en conditions de

stress.

Il est désormais bien établi que les phytohormones disponibles pour les plantes

proviennent de deux sources :

1. la production endogeéne par les tissus végétaux ;
2. la production exogéne par des microorganismes associés, incluant les PGPR
(Baca et Elmerich, 2007).

De nombreuses bactéries produisent I’AIA dans le cadre de leur métabolisme (Ait
Bessai et al., 2022b). La synthése d’AIA par les PGPR représente 1’'un des mécanismes directs
les plus importants de promotion de la croissance. L’AIA exerce des effets positifs sur la
germination des graines, la division et I’¢largissement cellulaires, la différenciation tissulaire,
I’initiation et le développement des racines, le nombre de ramifications racinaires, la surface
racinaire en contact avec le sol, I’allongement des tiges et la tolérance aux stress abiotiques.
Ces effets ont été largement documentés (Zahir et al., 2004 ; Nabti et al., 2007 ; Jha et Saraf,
2012 ; Egamberdieva et al., 2015 ; Raheem et al., 2018).

2.2.1.2 Production d’aminocyclopropane-1-carboxylate (ACC) désaminase

Outre son réle dans la stimulation de la croissance, I’AIA active I’ACC-synthase,
enzyme qui convertit la S-adénosylméthionine en ACC, précurseur de 1’éthyléne (Penrose et

Glick, 2001). L’¢éthyléne, bien que régulateur essentiel de nombreuses activités métaboliques,
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voit sa biosynthese fortement augmentée en conditions de stress abiotiques, ce qui affecte

négativement la croissance et le rendement des plantes (Ait Bessai et al., 2022a).

Le stress induit par une surproduction d’éthyléne peut étre atténué grace a I’action de
I’enzyme ACC désaminase, synthétisée par certaines PGPB. Cette enzyme hydrolyse I’ACC,
précurseur immédiat de I’éthyléne, réduisant ainsi son accumulation dans les tissus végétaux

(Vurukonda et al., 2018).

Les PGPB productrices d’ACC désaminase contribuent a améliorer la tolérance des
plantes face a la salinité et a la sécheresse (Mayak et al., 2004 ; Saleem et al., 2007 ; Zahir et
al., 2009 ; Chandra et al., 2019). Ces bactéries se fixent sur les racines et dégradent I’ACC
excrété par les exsudats racinaires en ammoniac et en o-cétobutyrate, deux composés
rapidement métabolisés par les microorganismes et la plante, servant respectivement de

sources d’azote et d’énergie (Holguin et Glick, 2001).

Ethylene

' N\ Retarde la crofssance J'
de ls plante
Rt [ effet de stress /

Figure 2. Mécanisme d’action de I’ACC désaminase sur la production de I’éthyléne par

la plante sous stresses abiotiques (Saravanakumar, 2012)

2.2.2 Bio-controle

Les champignons phytopathogenes constituent la principale cause de maladies chez les
plantes, responsables d’environ 70 % des affections des cultures (Deacon, 2005). Parmi eux,
Botrytis cinerea, agent de la pourriture grise, représente un champignon pathogene
particulierement redoutable. 1l provoque des dégéats considérables a tous les stades de
développement des cultures, avant et aprés la récolte, ainsi que durant le stockage (Ajouz,
2009).

11
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L’utilisation de microorganismes bénéfiques comme agents de biocontrole apparait
aujourd’hui comme une alternative prometteuse a la lutte chimique. En plus de limiter le
recours aux pesticides, cette approche réduit leurs impacts néfastes sur 1’environnement et la
santé publique. Les PGPB antagonistes suscitent un intérét croissant en raison de leur
potentiel antiphytopathogéne. De nombreuses études ont montré que leur emploi comme
substitut partiel ou total aux pesticides chimiques joue un réle essentiel dans la protection des

cultures et I’amélioration des rendements.
Les PGPB exercent leur activité antagoniste par divers mécanismes, parmi lesquels :

— la production de substances antimicrobiennes (Raaijmakers et al., 2002) ;

— la compétition pour les nutriments et/ou 1’espace (Antoun et Prévost, 2005) ;

— I’inactivation des facteurs de germination des pathogenes ;

— la dégradation de facteurs de pathogénicité tels que les toxines ;

— la stimulation des défenses naturelles de la plante ;

— la capacité de certaines souches a parasiter et a dégrader les spores des
pathogenes (Ahmadzadeh et Tehrani, 2009 ; Beneduzi et al., 2012).

Cependant, I’efficacité¢ des agents de biocontrole est fortement conditionnée par divers

facteurs :

— abiotiques (oxygeéne, température, pH, disponibilité de sources spécifiques de
carbone, d’azote et de micro-éléments, etc.) ;

— biotiques (plante hbte, nature du pathogene, composition de la microflore
indigéne, densité cellulaire de 1’agent antagoniste, etc.) ;

— physiologiques, tels que les mécanismes de quorum sensing, qui régulent

I’expression de nombreux génes impliqués dans 1I’antagonisme (Adam, 2008).

Ces interactions complexes déterminent la survie, I’efficacité et la performance des

souches bactériennes lorsqu’elles sont appliquées comme agents de lutte biologique.

2.2.3 Bio-fertilisation

2.2.3.1 Fixation de ’azote

L’azote constitue I’un des nutriments les plus essentiels a la croissance et au rendement
des plantes. Bien qu’il soit trés abondant dans 1’atmospheére sous forme de diazote (N2), il

n’est pas directement assimilable par les végétaux. Toutefois, certains microorganismes
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spécialisés sont capables de convertir le N> en ammoniac grace a I’activité de I’enzyme

nitrogénase, rendant ainsi 1’azote disponible pour les plantes (Fisher et Newton, 2004).

2.2.3.1.1 Principales sources d’azote

Apres le carbone, 1’azote est généralement considéré comme le principal élément
limitant de la croissance végétale (Vitousek et al., 2010). On le retrouve dans différents

réservoirs naturels :

— Le sol : premier réservoir exploité par les plantes, ’azote s’y trouve
majoritairement sous forme organique. L’azote minéral, essentiellement
représenté par les nitrates (NOs7) et I'ammonium (NH4"), directement
assimilables par les plantes, ne constitue qu’une faible fraction de 1’azote total (2
a5 %) (Newton, 1998).

— Les amendements organiques : I’apport de fumier ou de compost enrichit le
sol en matiere organique, source a la fois d’azote et d’humus.

— Les engrais minéraux azotés : couramment utilisés en agriculture, ils
fournissent un complément d’azote visant a accroitre le rendement (Newton,
1998).

— L’atmosphere : principal réservoir d’azote (environ 78 %), sous forme de
diazote (N2), de dioxyde d’azote (NO:) ou d’ammoniac (NHs), notamment issu

des activités industrielles et automobiles.

2.2.3.1.2 Fixation biologique de I’azote

La fixation biologique de I’azote est un processus enzymatique permettant de convertir
I’azote atmosphérique (N2) en formes assimilables par les plantes et les animaux,
principalement les nitrates et I’ammoniac (Tortora et al., 2003 ; Dupont et al., 2012). Ce
processus est crucial dans les écosystemes naturels, ainsi que dans les systémes agricoles ou

les engrais de synthése sont colteux ou peu accessibles (Vincent, 2002).

Trois mécanismes naturels assurent la transformation du N2 en azote utilisable par les
plantes (Hopkins, 2003) :

1. Lesorages : les éclairs générent des températures et pressions élevées favorisant
la formation d’oxydes nitreux (N20), qui retombent au sol avec la pluie.
2. Les bactéries libres et cyanobactéries fixatrices d’azote : qualifiées de «

fixateurs libres » car non associées directement aux plantes, elles appartiennent

13
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notamment aux genres Azospirillum, Clostridium, Klebsiella, ainsi qu’aux
bactéries photosynthétiques et aux cyanobactéries (Anabaena, Nostoc), capables
de réduire le N2 en ammoniac (Berman-Frank et al., 2007).

3. La symbiose rhizobienne : la relation établie entre les Rhizobium et les racines
des légumineuses est 1’une des mieux étudiées. Dans ce partenariat, les bactéries
fournissent de 1’azote fixé en échange de composés carbonés, créant ainsi un
environnement favorable a 1’activité de la nitrogénase (Backer et al., 2018 ;
Sharma et al., 2016). Parmi les fixateurs libres, on retrouve notamment les
genres Azospirillum et Azotobacter. Chez les symbiotes, les membres de la
famille des Rhizobiaceae (Rhizobium, Bradyrhizobium, Sinorhizobium,
Azorhizobium, Mesorhizobium) s’associent aux légumineuses, tandis que les
bactéries du genre Frankia établissent des symbioses avec d’autres familles

végétales, telles que les Betulaceae (Tao et al., 2019).

Le dialogue moléculaire entre les rhizobia et les légumineuses, medié par les
lipochitooligosaccharides bactériens (facteurs Nod) et les flavonoides végétaux, conduit a la
formation de nodules racinaires. Ces nodules sont colonisés par les rhizobia, qui se
différencient en bactéroides de morphologies et d’activités métaboliques variées. C’est a
I’intérieur de ces structures que la nitrogénase assure la réduction de ’azote atmosphérique

(Tao et al., 2019).

La fixation du N2 repose sur un complexe enzymatique hautement spécialisé¢ : la

nitrogénase. Cette métallo-enzyme comprend deux composants :

1. la dinitrogénase réductase (protéine a fer), qui fournit les électrons nécessaires
2. la dinitrogénase, qui contient un cofacteur métallique et utilise ces électrons

pour réduire le N2 en NHs.

En fonction du cofacteur métallique, trois systémes de nitrogénase ont été identifiés : la
Mo-nitrogénase (a molybdeéne), la V-nitrogénase (a vanadium) et la Fe-nitrogénase (a fer). La
majorité des fixations biologiques de 1’azote sont réalisées par la Mo-nitrogénase, présente

chez la plupart des diazotrophes (Ahemad et Kibret, 2014).
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2.2.3.2 Solubilisation du phosphate

Tout comme 1’azote (N), le phosphore (P) est trés abondant dans le sol, mais sa
biodisponibilité demeure extrémement faible. Le phosphore y est présent principalement sous
deux formes insolubles : (i) des formes minérales telles que 1’apatite, I’hydroxyapatite et
I’oxyapatite, et (ii) des formes organiques comprenant le phosphate d’inositol (phytate du
sol), les phosphomonoesters, les phosphodiesters et les phosphotriesters. On estime que la
teneur moyenne en P des sols est d’environ 0,05 % (p/p), dont seulement 0,1 % est

directement disponible pour les plantes (Khan et al., 2007).

L’utilisation de bactéries solubilisant le phosphate représente une solution durable et
respectueuse de 1’environnement pour accroitre la disponibilité du phosphore, en particulier
dans les sols pauvres. Le phosphate inorganique est rendu accessible grace a la synthese
d’acides organiques de faible poids moléculaire (par ex. acide gluconique, acide citrique), a la
libération de protons et a la production de substances chélatrices. En parallele, la
minéralisation du phosphore organique résulte de la production d’enzymes telles que les
phosphomonoestérases, phosphodiestérases et phosphotriestérases, capables d’hydrolyser

divers esters phosphoriques.

Il a été démontré que la capacité de solubilisation du phosphate est souvent plus
marquée chez les micro-organismes isolés de sols soumis a des conditions extrémes (salinité,
alcalinité, carence en nutriments) que chez ceux provenant de sols modérés (Alori et al., 2017
; Zhu et al., 2011). Dans des environnements salins, les PGPB contribuent non seulement a la
croissance végétale, mais aussi a I’absorption et a I’utilisation des nutriments minéraux. Des
genres bactériens tels qu’Arthrobacter, Pseudomonas, Bacillus et Rhizobium produisent des
substances acides permettant d’acidifier la rhizosphere et d’améliorer 1’utilisation du

phosphore par chélation et échanges d’ions (Rodriguez et Fraga, 1999).

En outre, le phosphate soluble produit par ces bactéries peut interagir avec les metaux
lourds pour former des complexes insolubles, contribuant ainsi a réduire leur biodisponibilité

et leur toxicité dans le sol (Wan et al., 2020).
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Amélioration de la croissance des plantes sous stress salin
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Figure 3. Effet de la salinité sur la plante et le role des PGPB dans I’atténuation de ces
effets et la stimulation de la croissance végétale sous conditions de stress salin (Belkebla
etal., 2022)

2.2.3.3 Solubilisation du potassium

Apres 1’azote (N) et le phosphore (P), le potassium (K) constitue le troisieme nutriment
essentiel pour les plantes, jouant un réle central dans leur croissance, leur métabolisme et leur
développement. En plus de renforcer la tolérance des plantes face aux maladies, aux ravageurs
et aux stress abiotiques, le potassium est indispensable a 1’activation de plus de 80 enzymes
impliquées dans des processus physiologiques majeurs, tels que le métabolisme énergétique,
la syntheése de 1I’amidon, la réduction des nitrates, la photosyntheése et la dégradation des

sucres (Almeida et al., 2015).

Le potassium est le septieme élément le plus abondant de la crolte terrestre, avec une
teneur totale dans les sols comprise entre 0,04 et 3 %. Toutefois, malgré son abondance, seule

une fraction tres limitée (1 a 2 %) est directement disponible pour ’absorption par les plantes

(Etesami et al., 2017).

Dans le sol, le potassium se présente sous differentes formes : le K minéral, le K non
échangeable, le K échangeable et le K en solution. Selon la nature du sol, entre 90 et 98 % du
potassium total est contenu dans les minéraux primaires, principalement les feldspaths
(orthoclase, microcline) et les micas (biotite, muscovite), formes généralement indisponibles

pour les plantes. La fraction non échangeable (environ 1 a 10 % du potassium total) est piégée
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entre les feuillets de certains minéraux argileux. Le potassium en solution, bien que
quantitativement trés faible, représente la forme directement assimilable par les plantes et les
microorganismes, mais c’est aussi la plus exposée au lessivage. Dans les sols agricoles, sa

concentration varie généralement entre 2 et 5 mg/L (Sparks et Huang, 1985 ; Sparks, 1987).

Plusieurs travaux ont montré que certains microorganismes du sol étaient capables de
solubiliser les formes insolubles de potassium et de les convertir en formes assimilables, par
divers mécanismes incluant la production d’acides organiques et inorganiques, I’acidolyse, la
complexolyse, la chélation, ainsi que des réactions d’échange ionique (Etesami et al., 2017).
Parmi ces microorganismes, les bactéries solubilisatrices de potassium (KSB, Potassium-
Solubilizing Bacteria) suscitent un intérét croissant comme inoculants du sol pour stimuler la
croissance et le rendement des cultures. Ces bactéries sont particulierement efficaces pour

mobiliser le potassium des réservoirs inorganiques et insolubles du sol (Xiao et al., 2017).

Les connaissances actuelles sur les mécanismes précis de solubilisation du potassium
par les KSB demeurent limitées. Toutefois, il est admis que la libération d’ions K* a partir des
minéraux riches en potassium repose sur plusieurs voies. La principale est 1’acidolyse, au
cours de laquelle la production d’acides organiques et inorganiques entraine un abaissement
du pH et la libération de protons (H"), capables de déstabiliser les structures minérales et de
solubiliser des minéraux tels que la muscovite, la biotite ou les feldspaths, transformant ainsi
le potassium insoluble en formes directement assimilables (Etesami et al., 2017 ; Meena et al.,
2014).

Divers acides organiques, notamment 1’acide oxalique, l’acide tartrique, 1’acide
gluconique et 1’acide propionique, ont été identifiés comme particulierement efficaces pour
libérer le potassium des minéraux. Le type d’acide produit varie selon la souche bactérienne,
mais parmi les plus importants figurent 1’acide tartrique, I’acide citrique, I’acide succinique,

I’acide a-cétogluconique et 1’acide oxalique (Meena et al., 2014 ; Etesami et al., 2017).

2.2.3.4 Solubilisation du silicium

Le silicium (Si), deuxieme élément le plus abondant de la croQte terrestre (~27 %) aprés
I’oxygeéne (~47 %), est principalement présent sous forme de silicates insolubles tels que le
silicate de magnésium, d’aluminium, de fer, de calcium, de sodium et de potassium (Bist et

al., 2020). D’autres formes de Si sont également retrouvées dans les sols, notamment les
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argiles (kaolinite, smectite, vermiculite), le quartz, la silice amorphe, ainsi que des formes

cristallines comme le feldspath, I’orthoclase et le plagioclase (Sahebi et al., 2015).

Au cours des deux derniéres décennies, de nombreuses études ont mis en évidence le
role bénéfique du silicium dans la croissance et le développement des plantes vasculaires. Son
accumulation est généralement plus importante chez les fougéres et les monocotylédones que
chez les dicotylédones (Farooq et Dietz, 2015). Les bénéfices liés a I’apport en silicium sont
particulierement marqués chez les espéces dites « accumulatrices » de Si. Il a été démontré
que la supplémentation en silicium améliore la tolérance des plantes cultivées dans des
conditions défavorables (Sathe et al., 2021). En plus de renforcer les défenses contre les stress
biotiques, le Si contribue a atténuer les effets négatifs de divers stress abiotiques tels que la
toxicité des métaux lourds et métalloides, la sécheresse, la salinité, les rayonnements et les

déséquilibres nutritionnels (Ma, 2004).

Le silicium n’agit pas uniquement comme un agent de résistance au stress : il améliore
également la fertilité des sols en augmentant la capacité de rétention d’eau, en favorisant un
meilleur équilibre nutritionnel et en maintenant les propriétés physico-chimiques des sols
(Meena et al., 2014). De nombreuses observations expérimentales confirment le rdle crucial

du silicium dans la productivité végétale (Raturi et al., 2021).

Dans les sols, le silicium est présent sous différentes phases : liquide, solide et adsorbée.
Sa disponibilité est cependant fortement influencée par des facteurs environnementaux tels
que la température, le pH, la teneur en matiére organique, la texture et la nature du sol,
I’altération des minéraux ainsi que I’activité microbienne. Par ailleurs, la cinétique de
dissolution du silicium peut étre modifiée par le potentiel redox, I’humidité du sol et la

présence de sesquioxydes (Savant et al., 1996).

L’extraction microbienne du silicium a partir des silicates insolubles repose sur un
processus de bioweathering (altération biogéochimique), qui consiste en la désintégration et la
mobilisation de minéraux initialement inaccessibles grace a 1’action d’organismes vivants. Ce
cycle implique un large éventail de bactéries saprophytes, d’actinomycétes et de champignons
du sol. Ces microorganismes participent a la solubilisation de nutriments essentiels dans
I’interface sol-plante, contribuant ainsi directement a la fertilité des sols et a la santé des
plantes (Gadd, 2007 ; Li et al., 2006).
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2.3 Influence de la salinité sur les microorganismes du sol et sur
les interactions plantes—microorganismes

La salinité affecte négativement les propriétés physico-chimiques du sol, notamment le
pH, la disponibilit¢ des nutriments pour les plantes, la capacité d’échange cationique et
I’apport en carbone organique. Ces altérations influencent fortement la composition et
’activité des communautés microbiennes du sol. Or, ces communautés jouent un role central
dans le cycle des nutriments, la transformation de la matiere organique et le maintien de la
productivité végétale. Comprendre leur réponse aux stress environnementaux, tels que la

teneur en eau, le pH ou les fortes concentrations en sels, est donc essentiel.

Sous stress salin, I’activité métabolique des microorganismes est généralement reduite,
en raison du colt énergétique élevé lié a la mise en place de mécanismes de tolérance a la
salinité¢ (Chowdhury et al., 2011). L’effet est particulierement marqué dans la rhizosphére, ou
la transpiration des plantes intensifie le flux d’eau et accroit la concentration en sels. Face a
une salinité elevée, les microorganismes doivent maintenir leur équilibre osmotique interne en
excluant activement les ions sodium du cytoplasme, ce qui nécessite une dépense énergétique

importante pour 1’adaptation osmotique (Jiang et al., 2007).

La salinité affecte également les interactions symbiotiques, en particulier la fixation
biologique de 1’azote (FBN). Toutes les étapes de la nodulation et de la fixation du N2 chez les
légumineuses sont sensibles au sel. L’amélioration de la tolérance au sel chez certains
diazotrophes, tels qu’Azospira, peut augmenter le rendement de diverses cultures céréalieres
(Backer et al., 2018 ; Sharma et al., 2016). La salinité réduit ’accumulation d’azote dans les
tissus végétaux, notamment par une augmentation de I’absorption de Cl~ concomitante a une
diminution de I’absorption de NOs~ dans les pousses. Elle compromet aussi la fixation
symbiotique du Nz en diminuant la densité des rhizobia dans le sol et leur capacité a coloniser
les poils absorbants. Méme lorsque la symbiose est établie, le ralentissement de la croissance
de la plante hdte en conditions salines réduit 1’apport de photosynthétats vers les nodules,

limitant ainsi leur activité fixatrice (Fageria et al., 2011).

Outre les microorganismes, 1’activité enzymatique du sol est également perturbée par la

salinité. Certaines enzymes jouent un role clé dans la dynamique des nutriments :

— la deshydrogénase, indicateur majeur de 1’activité oxydative et de la viabilité

microbienne (Nannipieri et al., 1990) ;
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— les phosphatases, impliquées dans la minéralisation du phosphore organique en
formes inorganiques disponibles (Nannipieri et al., 2017) ;

— l’uréase, enzyme centrale du cycle de I’azote, qui catalyse I’hydrolyse de 1’urée
en ammoniac ou en ions ammonium ;

— la catalase et I’'uréase, qui participent a la décomposition des résidus végétaux
et a leur transformation en humus ;

— T’amylase, qui hydrolyse les polysaccharides en sucres simples, favorisant une

productivité accrue des cultures (Ahmad et al., 2011 ; Cookson, 1999).

La salinité exerce un effet inhibiteur sur ces enzymes, avec une intensité variable selon
leur nature. L’activité des déshydrogénases est fortement réduite, alors que les hydrolases
(phosphatases, amylase, etc.) présentent une inhibition plus modérée. Cette diminution peut
étre attribuée a la déshydratation osmotique des cellules microbiennes, entrainant la libération
d’enzymes intracellulaires vulnérables aux protéases du sol. De plus, la salinité peut altérer la
conformation ionique des sites actifs enzymatiques, provoquant une perte d’activité. Enfin, la
toxicité ionique spécifique induit des deséquilibres nutritionnels défavorables a la croissance

microbienne et a la synthése enzymatique (Rietz et Haynes, 2003).

2.4 Roéles des PGPB dans I'amélioration de la tolérance au stress

Parmi les rbles des micro-organismes promoteurs de croissance végétale (PGPB),
I’amélioration de la nutrition minérale des plantes occupe une place centrale, notamment pour
I’absorption de 1’azote (N), du phosphore (P), du potassium (K), du fer (Fe) et du silicate (Si).
Cette optimisation de I’acquisition de N, P et K, en particulier au niveau des pousses,
contribue a réduire ’accumulation de Na* et de Ca®*", un processus déterminant pour les
plantes croissant dans des sols salins ou arides (Pii et al., 2015). Plusieurs études suggérent
que ’utilisation de PGPB constitue une alternative prometteuse pour atténuer les effets de la
salinité sur les plantes, renforgant ainsi I’importance croissante du réle des microbes dans la

gestion des stress abiotiques (Yao et al., 2010).
Les PGPB améliorent la tolérance des plantes au sel par différents mecanismes :

— Induction du systeme antioxydant ;
— Maintien de I’équilibre hydrique et amélioration de la biodisponibilité des

nutriments (P et K), chélatation du Fe et fixation de 1’azote atmosphérique ;
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— Absorption sélective du K* et exclusion du Na*, permettant de maintenir un
rapport K*/Na* ¢levé ;

— Production d’exopolysaccharides (EPS) favorisant la formation de biofilms
protecteurs et réduisant la toxicité du Na* ;

— Régulation des niveaux d’hormones végétales ;

— Augmentation des substances osmoprotectrices (Santoyo et al., 2016 ; Timmusk
etal., 2014).

Au-dela de la tolérance a la salinité, certains PGPB conférent également aux plantes une
résistance accrue a d’autres stress abiotiques tels que la sécheresse, le froid, la toxicité
métallique et les températures élevées. Au cours de la derniere décennie, plusieurs genres
bactériens ont été identifiés comme bénéfiques dans ce contexte, notamment Rhizobium,
Bacillus, Pseudomonas, Pantoea, Paenibacillus, Burkholderia, Achromobacter, Azospirillum,

Microbacterium, Methylobacterium, Variovorax et Enterobacter (Grover et al., 2003).

2.5 Application des PGPB dans la restauration des sols salins

Les PGPB représentent une stratégie réaliste pour préserver le rendement des cultures
méme en conditions de stress salin, grace a leur effet positif sur la fertilité du sol. En situation
de stress environnemental, ces bactéries modulent leurs activités en interagissant avec les

mécanismes de tolérance des plantes (Gamalero et al., 2020).

Un effet essentiel de cette interaction plante-bactérie est I’apport supplémentaire d’azote
sous forme d’ammoniac. Bien que les mécanismes exacts de ce proCessus soient encore peu
connus, des preuves suggerent que les PGPB renforcent la tolérance des plantes au sel en
modulant 1’état hormonal endogene. Leur utilisation permet d’améliorer la fertilit¢ du sol,
d’optimiser I’absorption des nutriments, d’exprimer des traits physiologiques bénéfiques pour
les plantes et de réduire les maladies transmises par le sol (Esitken et al., 2010 ; Hardoim et
al., 2008).

L’inoculation de PGPB accroit la tolérance des plantes au sel par divers processus,

notamment :

— lafixation de ’azote,
— la modulation des hormones végétales (auxines, cytokinines, éthyléne,

gibbérellines),
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la solubilisation du phosphate, du potassium et du silicate,
la synthese de métabolites secondaires,
I’activité antibiose contre les pathogenes du sol,

et I’amélioration de la photosynthese (Rajini et al., 2020).
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1 Isolement de bactéries tellurigues, etude de leurs
propriétés d’intérét agricole et évaluation de I’'impact
de la salinité sur la distribution de ces propriétés

1.1 Echantillonnage

Dans le cadre de la recherche de bactéries halotolérantes fixatrices d’azote et capables
de solubiliser le phosphate, le potassium et le silicate, 26 échantillons de sol ont été collectés
entre avril 2017 et mai 2018. Les prélevements ont été réalisés de maniére aseptique dans des
sites agricoles et non agricoles répartis sur 20 wilayas algériennes : Adrar, Aghouat, Batna,
Béchar, Béjaia, Biskra, Bordj Bou-Arreridj, Bordj Badji Mokhtar, Bouira, Bou Saada, Djelfa,
El Menia, Ghardaia, Illizi, M’Sila, Ouargla, Oued Souf, Tamanrasset, Touggourt et Tindouf.

Une quantité de 500 g de sol a été prélevée sur chaque site a ’aide de carottiers
métalliques stériles, a une profondeur comprise entre 10 et 30 cm. Avant 1’échantillonnage, la
surface du sol a été desinfectée et retirée a 1’éthanol (70 %). Il convient de noter que les 26
sites se distinguent par leur éloignement variable de la Méditerranée, leur altitude et leurs
conditions climatiques spécifiques. Les echantillons ont été placés dans des sacs stériles et
transportés au laboratoire dans des glacieres.

Tableau 3. Localisation géographique des échantillons de sol

Echantillo Wilaya Localisation

n géographique

S001 Béjaia 36°40'51.7"N 4°52'32.9"E
S002 Bordj Bou-Arreridj | 36°02'24.4"N 4°4520.1"E
S003 Bouira 36°24'36.0"N 3°48'22.6"E
S004 Bouira 36°24'36.0"N 3°48'35.3"E
S005 Aghouat 33°46'37.5"N 2°52'36.7"E
S006 Batna 35°45'33.9"N 6°25'05.1"E
S007 M’Sila 35°47'09.8"N 4°33'24.1"E
S008 Ghardaia 32°32'58.5"N 3°37'31.7"E
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S009 Béjaia (Feraoun) 36°33'37.4"N 4°50'59.3"E
S010 El Menia 30°34'30.5"N 2°53'53.9"E
S011 Djelfa 34°41'37.8"N 3°14'19.1"E
S012 Béchar 30°07'19.0"N 2°10'13.4"W
S013 Adrar 27°49'28.7"N 0°17'08.0"W
S014 Ghardaia 32°15'21.9"N 3°38'01.6"E
S015 Ghardaia 32°16'39.5"N 3°46'15.2"E
S016 Ilizi (Ain Amenas) | 28°02'41.9"N 9°33'04.6"E
S017 Tamanrasset 27°18'51.3"N 2°31'09.7"E
S018 sord) Bad)i 21°18'55.6"N 0°58'19.8"E
Mokhtar
S019 Ouargla 30°58'42.3"N 5°44'45.1"E
S020 Tamanrasset 22°46'38.1"N 5°32'33.0"E
S021 Ouargla 32°07'59.8"N 5°18'38.4"E
S022 Oued Souf 33°25'00.2"N 6°52'47.4"E
S023 Biskra 34°51'20.3"N 5°48'04.7"E
S024 Bou Saéda 35°13'24.6"N 4°13'39.7"E
S025 Touggourt 33°11'11.4"N 6°03'52.2"E
S026 Tindouf 27°41'14.1"N 8°09'14.4"W

1.2 Propriétés physiques et chimiques des échantillons de sol

1.2.1 pH

L’acidité¢ d’un sol est déterminée par sa teneur en ions H'. Les valeurs de pH-eau
(acidité active) et de pH-KCI (acidité de réserve) des échantillons ont été déterminées selon le
protocole suivant : 10 g de sol tamisé (< 2 mm) et séché a 40 °C sont placés dans un bécher,

puis mélangés a 25 mL d’eau distillée (pH-eau) ou a 25 mL d’une solution de KCI 1 N (pH-

24



Matériel et Méthodes

KCl). Apres agitation pendant une minute et décantation d’une heure, la mesure du pH est

effectuée a I’aide d’un pH-metre (Hanna Instruments HI 2210) (Rouiller et al., 1994).

1.2.2 Conductivité électrique

La conductivité électrique (CE) d’un sol constitue un indicateur direct de sa salinité :
plus le sol est salé, plus sa conductivité est élevée. Pour chaque échantillon, 10 g de sol ont été
ajoutés a 50 mL d’eau distillée. Apres agitation de 30 minutes et décantation, la CE est
mesurée dans le surnageant a 1’aide d’un conductimétre (Hanna Instruments HI 98129)

(Hardie & Doyle, 2012).

1.2.3 Contenu en eau gravimétrigque

Dans les analyses microbiologiques, I’humidité du sol est souvent exprimée sous forme
de contenu en eau gravimétrique (0g), correspondant au rapport entre la masse du sol humide
et celle du sol sec. Pour sa détermination, une masse connue de chaque échantillon a été
séchée en étuve entre 165 et 175 °C, puis pesée a intervalles réguliers jusqu’a stabilisation du

poids (Pepper & Gerba, 2004). La formule utilisée est la suivante :

m—d
g d

ou:
— B4 : contenu en eau gravimetrique,
— m: masse initiale du sol humide,

— d: masse du sol aprés séchage.

1.2.4 Matiere organique totale

Un gramme d’échantillon a été placé dans un bécher de 250 mL contenant 10 mL d’eau
distillée et 10 mL de peroxyde d’hydrogene (H202 30 %). Le bécher a été recouvert d’une
feuille d’aluminium, puis placé dans un bain de vapeur jusqu’a I’arrét de la réaction
(disparition des bulles). Le mélange a été occasionnellement agité pour favoriser le contact de
la matieére organique avec la solution. Apres digestion (= 1 h), ’échantillon a été séché a 105

°C et pesé a plusieurs reprises jusqu’a stabilisation du poids (Huang et al., 2009).

La proportion de matiere organique totale (MOT) a éte calculée selon la formule :

PSEE

F, original

MOT (%) =

ou:
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— MOT : matiére organique totale,
—  Pse : masse de 1’échantillon avant traitement,

Poriginal : masse de 1’échantillon apres traitement et séchage.

1.3 Isolement et purification des bactéries telluriques

Pour chaque échantillon, 1 g de sol a été suspendu dans 9 mL d’une solution saline
tamponnée au phosphate (PBS), préparée avec : NaCl (8 g), KCI (0,2 g), KH2POa4 (0,24 g) et
Na:HPOs (1,44 g) pour 1 L d’eau distillée. Ce mélange correspond a la premiére dilution

(107). A partir de celle-ci, des dilutions décimales successives ont été préparées jusqu’a 1077,

Un millilitre de chaque dilution a été ensemencé par ensemencement en surface sur

gélose nutritive (GN) supplémentée avec différentes concentrations de NaCl (300, 600 et 900

mM). Apreés incubation a 30 °C pendant 48 h, dix colonies morphologiquement distinctes ont

été sélectionnées sur chacun des milieux salins. Celles-ci ont fait I’objet de repiquages

successifs sur GN jusqu’a obtention de cultures pures.

Au terme de ce processus, un total de 260 isolats bactériens ont été obtenus a partir des

26 échantillons de sol.

CNC )Y
.

Echantillon de sol

1g

1ml

9ml PBS \ y )
Préparation des dilution jusqu’a 107
W
1ml fboite
3 boite par dilution
Incubation & h o
-—
30°C { 48h b S -

GN additionnée de NaCl (0,300,
600 et 900 ml )

Figure 4. Schéema illustratif de la procédure d’isolement bactérien a partir des

échantillons du sol
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1.4 Halotolérance des isolats sélectionnés

L’halotolérance des 260 isolats bactériens a été évaluée sur milieu GMM (Glucose
Minimal Medium), dont la composition est la suivante (par litre) : glucose (5 g), NH4Cl (1 g),
KH:POs4 (3 g), Na2HPO4 (2,4 g), NaCl (0,5 g) et MgSO4-7H20 (0,2 g), ajusté a un pH de 7,0 +
0,2. Ce milieu a été supplémenté avec différentes concentrations croissantes de NaCl : 0, 100,
200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000, 1100, 1200, 1300, 1400, 1500 et 1600 mM.

Chaque test a été réalisé en inoculant 20 pL. de culture bactérienne (DOsoo = 0,2,
mesurée avec un spectrophotometre SPECTRONIC 20 D) dans 2 mL de GMM contenant la
concentration de NaCl testée. Un milieu non inoculé a servi de témoin négatif.

L’expérimentation a été conduite en trois répétitions indépendantes.

Apres 48 heures d’incubation a 30 °C sous agitation (100 tr/min), la croissance
bactérienne a été estimée en mesurant la densité optique a 600 nm (Tarrand et al., 1978 ;
Hartmann et al., 1991).

Sur I’ensemble des 260 isolats, 89 ont été¢ ¢liminés, leur tolérance au NaCl étant

inférieure a 300 mM.

%/”////” T,
) I/J/W -

| J
I
Culture S“SPF‘_‘SW" 2ml GMM contenant du NaCl (0,100,200 300; 400; 500; 600; 700,
bactérienne bacténenne 200; 900; 1000; 1100; 1200; 1300; 1400; 1500 et 1600 mM)

DOgop=0.2

v

incubation & 30 °Cf 48h sous agitation 200 rpm

v

Mesure del’absorbance & 600 nm

Figure 5. Schema illustratif de test de holotolérance des isolats sur milieu GMM
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2 Recherche de propriétés d’intérét agricole et étude de
P’impact de la salinité sur ces propriétés
Les isolats bactériens sélectionnés ont été évalués pour leur capacité a produire la
phytohormone acide indole-3-acétique (AIA) ainsi que certaines enzymes d’intérét
agronomique, et ce, sous conditions de stress salin. Dans I’ensemble des tests de mise en

évidence de ces activités, la souche Serratia sp. isolée par Tabli et al. (2018) a été utilisée

comme témoin positif, a I’exception du test de I’amylase ou elle a servi de témoin négatif.

2.1 Production de phytohormone (AlA)

La production d’AIA par les isolats bactériens a été déterminée selon la méthode décrite

par Bric et al. (1991).

La quantification a été réalisée sur milieu Luria-Bertani (LB) (voir annexe),
supplémenté avec 0,5 % de glucose et 0,5 mg-mL™" de tryptophane, stérilisés par filtration a
travers une membrane millipore (0,22 um). Le milieu a été ensemenceé avec les isolats testés

puis incubé a 30 °C pendant 96 h.

Apreés incubation, les cultures ont été centrifugées a 10 000 tr-min! pendant 20 minutes,
puis 1,2 mL du surnageant a été prélevé et mélangé a 4,8 mL du réactif de Salkowski (préparé
a partir de 150 mL d’H2SOa4 98 %, 250 mL d’H:0 distillée et 7,5 mL de FeCls 0,5 M). Le

mélange a été incubé a température ambiante, a I’obscurité.

Apres 20 minutes, ’apparition d’une coloration rose, indicatrice de la production
d’AIA, a été mesurée au spectrophotomeétre a 530 nm (SHIMADZU UV-1800). Chaque test a

été réalisé en trois répétitions indépendantes.

La concentration d’AIA a été déterminée par extrapolation sur une courbe standard

¢établie a I’aide d’AIA pur (BIOCHEM Chemopharma), exprimée en pg-mL™".
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/’_\_,I

;,ffé-’f’ I"f
/‘% / f’;,ﬂ
Culture 9
bactériemne  MilieuLB~ (glucose
et tryptophane)
30°C/ 4 jours
§ Centrifugation
p——
|
I .\gesulje de s v 4.8mldu 'J 12ml
“absorbance a
Salkowsky . surnagent
530nm 7 \) ‘ J g

20mina T ambiante

Figure 6. Test de production d’Acide Indole 3-Acétique
2.2 Production d’enzymes d’intérét agricole

Certaines enzymes produites par les bactéries du sol, telles que la cellulase, la chitinase
ou encore la protéase, jouent un réle fondamental dans la dégradation de la matiere organique.
Elles participent ainsi a ’amélioration de la fertilité des sols et a la libération d’¢léments

minéraux essentiels pour la nutrition des plantes.

La capacité des isolats bactériens sélectionnés a produire des enzymes d’intérét agricole
a été évaluée en déposant trois spots de 10 pl d’une culture bactérienne (agee de 18 h, DO =
0,1) a la surface des milieux sélectifs adaptés a la mise en evidence de chaque enzyme. Ces
milieux ont été préparés en I’absence et en présence de différentes concentrations de NaCl (0,

300, 600 et 900 mM), afin d’étudier I’effet du stress salin sur ’activité enzymatique.

L’incubation a été réalisée a 30 °C pendant une durée variant de 48 h a 7 jours, en
fonction du protocole spécifiqgue a chaque enzyme. Tous les tests ont été effectués en
duplicata et en paralléle avec la souche Serratia sp. (Tabli et al., 2018) utilisée comme témoin

positif, sauf dans le cas du test de I’amylase ou elle constitue un témoin négatif.
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2.2.1 Cellulase

L’activité cellulasique a été évaluée sur le milieu de Carder (1986) compose (g/L) de :
Na:HPO4 (6), KH2POs4 (3), NaCl (0,5), NH4Cl (1), extrait de levure (3), CMC (carboxyméthyl
cellulose) (7) et agar (15), ajusté a un pH de 7,2 + 0,2. Les boites de Petri ensemencées ont été

incubées a 30 °C pendant 7 jours (Carrim et al., 2006).

Aprés incubation, une solution de rouge Congo (1%) a été appliquée a la surface des
colonies. Vingt minutes plus tard, les boites ont été rincées avec une solution de NaCl 1 M
puis laissées au repos pendant une nuit. L’apparition d’un halo clair autour des colonies
indique la dégradation de la CMC, traduisant ainsi la production d’une cellulase

extracellulaire.

10 pt
4 30°C 17
e = - - N - -
= =
Culture bacténenne Suspension Milieu de culture Apparition d'un halo
bactérienne convenable ala caractéristique de
DOgoo =0.1 recherche de chaque chaque enzyme
enzyme

Figure 7. Schéma récapitulative de la méthode des disques d’agar (original)
2.2.2 Chitinase

L’activité chitinasique a été recherchée sur le milieu de Kopecny et al. (1996), dont la
composition (g/L) est : chitine colloidale (0,8), K:HPO4 (2,7), KH2PO4 (0,3), MgSOa4-7H20
(0,7), NaCl (0,5), KCI (0,5), extrait de levure (0,13) et agar (15), ajusté a un pH de 7,2 + 0,02.

La chitine colloidale a été preparée en suspendant 1 g de chitine dans 9 ml de HCI
concentré (37 %), la solution étant maintenue sous agitation pendant 2 h jusqu’a dissolution
(coloration brune). Apres dilution dans 250 ml d’eau distillée, la suspension a été laissée au
repos une nuit, puis le culot a été lavé et décanté six fois a I’eau distillée. Enfin, la chitine a
été filtrée a travers un tamis métallique de 0,5 mm, et ’effluent stocké a 4 °C dans une

bouteille opaque.

Les boites ensemencées ont été incubées a 30 °C pendant 7 jours. La production de
chitinase extracellulaire a été mise en évidence par 1’apparition d’un halo clair autour des

colonies.
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2.2.3 Amylase

L’activité amylasique a été testée sur un milieu a base d’amidon décrit par Vinoth et al.
(2009), composé (g/L) de : KNOs (0,5), KoHPO4 (1,0), MgSOs (0,2), CaCl. (0,1), FeCls
(0,001), amidon soluble (10) et agar (15), pH ajusté a 7,2 + 0,02.

Apreés incubation a 30 °C pendant 48 h, les boites ont été inondées avec une solution de
lugol (1 g d’iode cristallin + 2 g de KI dans 300 ml d’eau distillée). Aprés quelques minutes
de contact puis rincage a l’eau distillée, la dégradation de 1’amidon a été révélée par
I’apparition de zones claires autour des colonies, tandis que les zones non hydrolysées

prenaient une coloration bleu-noiréatre.

2.2.4 Protéase

L’activité protéasique a été évaluée selon la méthode de Kavitha et al. (2013), sur un
milieu contenant (g/L) : caséine pancréatique (5), extrait de levure (2,5), glucose (1) et agar
(15), ajusté a pH 7.

Le milieu a été autoclavé (120 °C, 20 min), puis additionné de 100 ml de solution de lait
écréme sterilisée séparément (120 °C, 10 min). Apres ensemencement, les boites ont été
incubées a 30 °C pendant 48 h. La présence d’une activité protéasique a été mise en évidence

par la formation d’un halo transparent autour des colonies.

2.2.5 Estérase
L’activité estérasique a été recherchée sur le milieu de Sierra (1957), composé (g/L) de :

peptone (10), NaCl (5), CaCl.-:2H20 (0,1), Tween 80 (1 %, v/v) et agar (18), ajusté a pH 7,4.

Aprés ensemencement, les boites ont été incubées a 30 °C pendant 48 h. La production

d’estérase a été confirmée par 1’apparition d’un halo clair autour des colonies.

2.2.6 Lipase

L’activité lipasique a été évaluée selon le méme protocole que celui de I’estérase, a
I’exception du Tween 80 remplacé par du Tween 20 dans le milieu (Sierra, 1957 ; Carrim et
al., 2006). La présence d’un halo clair autour des colonies a été considérée comme un résultat

positif.
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2.2.7 Uréase

L’activité uréasique a ¢été détectée sur le milieu de Christensen (1946), dont la
composition (g/950 ml) est : peptone (1), glucose (1), NaCl (5), NaHPO. (1,2), KH2PO4
(0,8), rouge de phénol (0,012) et agar (15), ajusté a un pH de 6,8.

Apres autoclavage, 50 ml d’une solution d’urée 40 % stérilisée par filtration (0,22 um)
ont été ajoutés au milieu. Les boites ensemencées et incubées ont révélé 1’activité uréasique

par la formation d’un halo rose autour des colonies.
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3 Effet de la salinité sur la fixation d’azote, la
solubilisation du phosphate, du potassium et du silicate

3.1 Effets dur la fixation de I’azote

La fixation de I’azote est le processus biologique par lequel 1’azote atmosphérique (N2)
est converti en ammoniac (NHs). La capacité des isolats a fixer I’azote a été évaluée sur le
milieu NFB, préparé par litre d’eau distillée avec les constituants suivants : acide malique (2,5
g), KoHPO:4 (0,5 g), MgSO4-7H20 (0,2 g), NaCl (0,1 g), CaCl.-2H-0 (0,002 g), 2 mL d’une
solution de micronutriments [CuSO4-5H20 (0,4 g), ZnSO4-7H20 (0,12 g), H:BOs (1.4 g),
Na:MoOa4-2H20 (1 g), MnSO4+-H20 (1,5 g), complétés a 1 000 mL d’eau distillée], 2 mL de
bleu de bromothymol (0,5 % dans KOH 0,2 N), 4 mL de Fe3-EDTA (1,64 %) et 15 g d’agar.
Le pH du milieu a été ajusté a 6,8. Apres autoclavage a 121 °C pendant 15 min, 1 mL d’une
solution vitaminique [biotine (10 mg), pyridoxol-HCI1 (20 mg) dissous dans 100 mL d’eau
distillée] a été ajouté.

Le milieu a été préparé avec différentes concentrations de NaCl (0, 300, 600 et 900
mM). Un volume de 5 pL de chaque suspension bactérienne a été ensemencé dans des boites
de Pétri contenant ce milieu, puis incubées a 30 °C pendant trois jours. La capacité d’un isolat

a fixer 1’azote a été indiquee par la croissance de colonies sur le milieu (Hartmann, 2006).

Chaqgue expérience a été realisée en triplicata.
3.2 Effets sur la solubilisation du phosphate inorganique

3.2.1 Sur milieu solide

La capacite des isolats a solubiliser le phosphate inorganique [Cas(POa):] a été testée sur
le milieu de Pikovskaia, composé par litre d’eau distillée de : glucose (10 g), Cas(PO4): (5 g),
(NH4)2SO0s (0,5 g), NaCl (0,2 g), MgSO4-7H20 (0,1 g), KCl (0,2 g), extrait de levure (0,5 g),
MnSO4-H-0 (0,002 g), FeSO4-7H20 (0,002 g) et agar (15 g).

Le milieu a éte préparé avec différentes concentrations de NaCl (0, 300, 600 et 900
mM). Un volume de 5 pL de chaque suspension bactérienne a été ensemencé dans des boites
de Pétri (trois par isolat) et incubé a 28 °C. La solubilisation du phosphate a été indiquée par

I’apparition d’un halo clair autour des colonies (Sagervanshi et al., 2012).
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L’indice de solubilisation (IS) a été calculé aux 2¢, 7¢, 15¢ et 21¢ jours d’incubation selon

la formule d’Edi-Premono (1996) :

_ diamétre (colonie + halo)

IS =

diameétre de la colonie

3.2.2 Quantification en milieu liquide

L’efficacité de solubilisation du phosphate a été¢ estimée dans des Erlenmeyers de 250
mL contenant 50 mL de bouillon PVK préparé avec différentes concentrations de NaCl (0,
300, 600 et 900 mM). Le milieu a été inoculé avec 200 pL (6 x 108 UFC-mL™) de suspension
bactérienne et incubé a 28 °C sous agitation (180 tr/min) pendant 2, 7, 15 et 21 jours. Les
témoins consistaient en des bouillons stériles non inoculés. Chague traitement a été répété

trois fois.

Aprés incubation, les cultures ont été centrifugées a 10 000 tr/min pendant 20 min. Le
pH des surnageants a été mesuré, puis ces derniers ont servi a I’estimation du phosphate

soluble a I’aide des réactifs suivants :

— Solution 1 : acide chloromolybdique — 1,5 g de molybdate d’ammonium
dissous dans 40 mL d’eau chaude (45 °C), additionnés de 34,2 mL de HCI (12
N), puis complétés a 100 mL avec de 1’eau distillée.

— Solution 2 : acide chlorostannique — 2,5 g de SnCl.-H-O dissous dans 10 mL
de HCI (12 N), complétés a 100 mL avec de I’eau distillée.

Pour I’analyse, 1 mL de surnageant a ét¢ mélangé avec 4,5 mL de solution (1) et 25 uL
de solution (2). Apres incubation a température ambiante (23 + 2 °C) pendant 15 min, la
densité optique a été mesurée a 600 nm. La concentration en phosphate soluble a été
déterminée a partir d’une courbe standard préparée avec différentes concentrations de

KH2POs4 (50 4 300 pg-mL™") (Kumar et al., 2013).
3.3 Effets sur la production de phytase

3.3.1 Sur milieu solide

La capacité des isolats a minéraliser le phytate par production de phytase a été évaluée
sur des milieux contenant différentes concentrations de NaCl (0, 300, 600 et 900 mM). Un

volume de 5 pL de suspension bactérienne a ét€¢ inoculé sur un milieu solide composé, par

34



Matériel et Méthodes

litre d’eau distillée, de : glucose (15 g), phytate de sodium (1 g), NHaNOs (2 g), KCI (0,5 g),
MgS0O4-7H-20 (0,5 g), MnSO4-H20 (0,003 g), FeSO4-7H20 (0,003 g) et agar (20 g). Le pH a
été ajusté a 7,5.

Le phytate de sodium a servi de substrat pour la phytase, permettant la libération de
phosphore inorganique. Aprés 48 h d’incubation a 28 °C, des halos clairs ont été observés
autour des colonies, confirmant la minéralisation du phytate. L’indice de solubilisation (IS) a
été mesuré aux 2¢, 5¢ et 10 jours d’incubation selon la formule d’Edi-Premono (1996) (Jha et
al., 2009).

3.3.2 Analyse quantitative

L’évaluation quantitative de la production de phytase a été réalisée en inoculant 200 pL.
(6 x 108 UFC-mL™") de suspension bactérienne dans des Erlenmeyers de 250 mL contenant 50
mL de milieu liquide constitué, par litre d’eau distillée, de : phytate de sodium (1 g), peptone
(10 g), (NH4)2S0s (2 g), KCI (0,5 g), MgS0O4:7H.0 (0,5 g), MnSOs+-H.0 (0,003 g),
FeSO4:7H20 (0,003 g). Le milieu a été ajusté a pH 7,5 et supplémenté avec différentes
concentrations de NacCl (0, 300, 600 et 900 mM).

Aprés incubation a 28 °C sous agitation (200 tr/min) pendant 2, 7 et 10 jours, les
cultures ont été centrifugées a 10 000 x g pendant 10 min a 4 °C. Les surnageants ont été

utilisés pour I’estimation de ’activité extracellulaire de la phytase (Saiyad et al., 2015).

L’activité enzymatique a ¢t¢ mesurée en déterminant la quantit¢ de phosphore

inorganique libéré :

— Mélange 1 : 0,2 mL de surnageant incubé avec 0,5 g de phytate de sodium
dissous dans 100 mL de tampon acétate de sodium (0,2 M, pH 5,5), a 28 °C
pendant 30 min. La réaction a été¢ stoppée par addition de 1,02 mL d’acide
trichloroacétique (15 %).

— Mélange 2 : 100 mL d’H2SO4 (1 M), 100 mL d’acide ascorbique (10 %) et 4 mL

de molybdate d’ammonium (2,5 %).

Pour ’analyse, 100 pL de mélange (1) ont été ajoutés a 900 pL de mélange (2), incubés

a 28 °C pendant 20 min, puis 1’absorbance a ét¢ mesurée a 700 nm (Saiyad et al., 2015).
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3.4 Effets sur la solubilisation du potassium

3.4.1 Sur milieu solide

La solubilisation du potassium a été testée sur le milieu d’Aleksandrov modifié (Hu et
al., 2006), compos¢ par litre d’eau distillée de : glucose (5 g), MgSO.-7H20 (0,5 g), CaCOs
(0,1 g), FeCls (0,006 g), Cas(PO4)2 (2 g), K20OsSi2 (2 g) et agar (20 g).

Le milieu a été préparé a différentes concentrations de NaCl (0, 300, 600 et 900 mM).
Un volume de 5 pL de chaque suspension bactérienne a été ensemencé dans trois boites de
Pétri par isolat. Aprés une semaine d’incubation a 28 °C, les colonies présentant une zone
claire ont été retenues. Le diametre de la zone de solubilisation a été mesuré (en mm) (Hu et
al., 2006).

3.4.2 En milieu liquide

Les isolats actifs sur milieu solide ont été cultivés dans 25 mL de bouillon
d’Aleksandrov, préparé avec différentes concentrations de NaCl (0, 300, 600 et 900 mM) et
ajusté a pH 7,2. Chaqgue flacon a été inoculé avec 1 mL de culture bactérienne et incubé a 28
°C pendant une semaine. Les témoins consistaient en bouillons stériles non inoculés. Chaque

expérience a été réalisée en triplicata (Sugumaran et Janarthanam, 2007).

Aprés incubation, les cultures ont été centrifugées a 10 000 x g pendant 20 min. Le pH
des surnageants a été¢ déterminé, puis 1 mL de surnageant a été dilué dans 49 mL d’eau
distillée. La teneur en potassium soluble a été mesurée par photométrie de flamme. La
quantification a été effectuée a 1’aide d’une courbe standard obtenue avec différentes

concentrations de KCI (0—10 ppm) (Sugumaran et Janarthanam, 2007).
3.5 Effets sur la solubilisation du silicate

3.5.1 Evaluation qualitative

La capacité des isolats a solubiliser le silicate a été testée sur le milieu d’Aleksandrov,
préparé par litre d’eau distillée avec : glucose (10 g), (NH4)H2PO4 (1,0 g), KCI (0,2 g),
K2HPOs4 (0,1 g), kaolinite [ALl-Si-0s(OH)4] (2 g) et agar (15 g), pH ajusté a 7,2.

Le milieu a éte prépare avec différentes concentrations de NaCl (0, 300, 600 et 900

mM). Apres ensemencement avec 5 pL de suspension bactérienne, les boites ont été incubées
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a 28 °C pendant une semaine. La solubilisation du silicate a été indiquée par un halo clair

autour des colonies. L’indice de solubilisation a été calculé selon Edi-Premono (1996).

3.5.2 Evaluation quantitative

L’efficacité de solubilisation a ét¢ mesurée en milieu liquide (bouillon d’Aleksandrov
modifié), préparé avec différentes concentrations de NaCl (0, 300, 600 et 900 mM). Chaque
Erlenmeyer de 250 mL contenait 50 mL de milieu inoculé avec 200 puL (6 x 108 UFC-mL™)
de suspension bactérienne. L’incubation a été réalisée a 28 °C sous agitation (180 tr/min)

pendant une semaine. Les bouillons stériles non inoculés servaient de témoins.

Aprés incubation, les cultures ont été centrifugées a 10 000 x g pendant 20 min. Le pH
des surnageants a été mesuré, puis la teneur en SiO: a été estimée en utilisant les solutions

suivantes :

— Solution acide de molybdate d’ammonium : 89 g de (NH4):Mo0Oa4-7H-O
dissous dans 800 mL d’eau distillée, additionnés de 62 mL d’H2SO4 (98 %)
dilués dans 80 mL d’eau froide, puis complétés a 1 L.

— Solution de tartrate de sodium : 280 g-L".

— Solution réductrice : 2,5 g de Na.SOs et 14 g de KS:0s dissous dans 100 mL

d’eau distillée, laissée au repos une semaine.

Pour I’analyse, 20 mL de surnageant ont été transférés dans une fiole jaugée de 100 mL,
complétés avec 60 mL d’eau distillée. Apres ajout successif de 2,5 mL de solution acide de
molybdate (repos 10 min), 2,5 mL de tartrate (repos 5 min) et 2 mL de solution réductrice, le
volume final a été ajusté & 100 mL. Le mélange a été chauffé au bain-marie (60 °C, 30 min),

puis refroidi sur glace. L’absorbance a été mesurée a 820 nm.

La concentration en SiO: soluble a été¢ déterminée a partir d’'une courbe standard

préparée avec différentes concentrations (100—600 ppm).
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4 Effet d’une souche PGPB sur la germination, la
croissance des plantules de blé (Triticum aestivum) et la
restauration du phosphate sous stress salin induit

4.1 ldentification moléculaire

L’identification moléculaire d’une souche bactérienne a été réalisée au Centre d’Etudes
sur ’Environnement et la Mer (CESAM), Faculté des Sciences, Université de Lisbonne. La
souche sélectionnée a été identifiée sur la base de la séquence de son géne codant pour I’ARN

ribosomique 16S.

4.1.1 Extraction de ’ADN total

L’ADN total bactérien a été extrait par chauffage dans un tampon Tris-EDTA (TE) [1
mM Tris-HCI, 10 mM EDTA, pH 7,4]. Plusieurs colonies d’une culture pure ont été
transférées dans un tube Eppendorf contenant 180 pL de tampon TE stérile. La suspension a
été chauffée a 100 °C dans un bain-marie pendant 10 min, puis rapidement refroidie sur glace

pendant 10 min, afin de provoquer une lyse cellulaire par choc thermique.

Aprés centrifugation (12 000 tr/min, 10 min, 4 °C), le surnageant a été transféré
stérilement dans un nouveau tube Eppendorf et traité avec 0,2 pL d’ARNase. Les échantillons

ont été conservés a 4 °C pendant une nuit pour assurer la dégradation compléte de I’ARN.

4.1.2 Amplification du géne codant pour ’ARN 16S

L’ADN total extrait a servi de matrice pour I’amplification du géne codant pour I’ARNr

16S a I’aide d’amorces universelles :

— 356F : 5'-ACWCCTACGGGGGCWGC-3’
— 1064R : 5-AYCTCACGRCACGAGCTGAC-3’

Le mélange réactionnel (20 puL) contenait :

— 10 pL de MyTaq Red Mix 2x (Bioline, Paris, France),
— 1 pL de chaque amorce (10 uM),
— 1 puL d’ADN matrice,

— 7 uL d’eau ultrapure.

Le programme de PCR comprenait :
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— une dénaturation initiale a 94 °C pendant 5 min,
— 35 cycles [94 °C, 10 s (dénaturation) ; 55 °C, 10 s (annelage) ; 72 °C, 1 min
(élongation)],

— une élongation finale & 72 °C pendant 7 min.

La Tag polymérase, possédant une activité terminale transférase, ajoutait une
désoxyadénosine en 3" des fragments amplifiés. La PCR a été réalisée dans un thermocycleur

TPersonal Cycler (Whatman Biometra, Goéttingen, Allemagne).

Des témoins positifs (ADN d’une souche de référence) et négatifs (sans ADN matrice)

ont été inclus dans chaque série d’amplification.

4.1.3 Electrophorése sur gel d’agarose

Les produits PCR ont été analysés par électrophorése sur un gel d’agarose a 0,7 % coloré au
bromure d’éthidium, en conditions de migration de 20 min a 100 V. Les fragments amplifiés
ont ensuite été purifiés a 1’aide du kit Zymoclean DNA Clean-up (Zymo Research, Irvine,

CA, USA), conformément aux recommandations du fabricant.

4.1.4 Séguencage

Le séquencage des fragments amplifiés a été réalisé par la méthode de Sanger. Les
produits PCR purifiés ont d’abord été traités par une exonucléase I et une Shrimp Alkaline

Phosphatase (SAP) afin d’éliminer les amorces et les ANTP libres.

La reaction de séquencage a été effectuee avec le kit BigDye Terminator v3.1 Cycle

Sequencing (Applied Biosystems), dans un mélange comprenant :

— la Taqg polymérase,

— desdNTP,

— des ddNTP marqués par des fluorochromes (« Dye »),
— une amorce reverse (25 uM),

— un tampon (200 mM Tris-HCI, pH 9,0 ; 5 mM MgCl.),

— eau ultrapure.

Le programme du thermocycleur comprenait : 1 min a 96 °C, suivi de 25 cycles (96 °C,
10s;50 °C, 55 ; 60 °C, 4 min), puis un maintien a 4 °C.
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L’ADN obtenu a été précipité par addition de 1 pL d’acétate de sodium 3 M (pH 5,2) et
de 50 pL d’éthanol 95 %. Apres centrifugation (4 000 tr/min, 40 min), le culot a été lavé a
I’éthanol 70 %, puis centrifugé de nouveau. Apres séchage (centrifugation douce), le culot a
été repris dans du formamide et analysé sur un séquenceur ABI Prism 3130 DNA Sequencer

(Applied Biosystems).

4.1.5 Analyse phylogénétique

Les séquences obtenues ont été comparées a celles disponibles dans la base de données

du National Center for Biotechnology Information (NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.gov)

4.2 Preparation des cultures bactériennes

Des suspensions bactériennes des souches a tester ont été préparées dans 5 mL de
bouillon nutritif (BN) et incubées pendant 24 h a 30 °C. Aprés incubation, les cultures ont été
centrifugées a 3 000 tr/min pendant 10 min. Les culots bactériens ont été lavés trois fois avec
5 mL d’une solution saline stérile (NaCl, 8,5 g-L™"), puis remis en suspension dans la méme
solution, a une densité optique ajustée a DOsoo = 0,8. Ces suspensions bactériennes ont été

utilisées pour I’inoculation des graines de blé dans le test de germination.

4.3 Origine des graines et stérilisation de surface

Les graines de blé (Triticum aestivum) ont été fournies par le Centre d’Ecologie,
d’Evolution et de Changements Environnementaux (CE3C), Faculté des Sciences, Université
de Lisbonne. La stérilisation de surface a été réalisée selon la méthode décrite par Gotz et al.

(2006), en trois étapes :

1. Trempage des graines dans de 1’éthanol & 70 % pendant 1 min sous agitation
douce ;

2. Traitement dans une solution d’hypochlorite de sodium (12 % v/v) pendant 15
min ;

3. Ringage par six lavages successifs a 1’eau distillée stérile (15 min minimum au

total) afin d’éliminer toute trace de chlore résiduel.
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4.4 Inoculation des graines de blé par les souches sélectionnées

Les graines stériles ont été trempées pendant 1 h dans les suspensions bactériennes
préparées, sous agitation douce a température ambiante. En paralléle, un lot de graines stériles

a été¢ immergé dans la solution saline stérile (NaCl, 8,5 g-L™"), servant de témoin négatif.
Les graines de blé ont été réparties en cing groupes expérimentaux :

— Graines a : inoculées avec la souche S1 (N76)

— Graines e : non inoculées (témoin)

Stérilisation des graines de blé Préparation de la culture Bactérisation des graines
bactérienne

Graines dublé e Miliea BN ~
) g >
i Incubation

‘ ‘ Ethanol (70%) e Sl‘
=
ol l 30°C/24h E ’
h L {—
% - cd B
| il
| Hypochlorite du Sodium B -
2 13000rpm/10mm Ak
i > T
2 |2
U Lavage avec ?
I'eau T

l physiologique

6lavages (15 min) ] '

d y & D0=08 1 heure a temperature ambiante

Figure 8. Illustration des étapes de préparation d’inoculum bactérien, de la stérilisation

des graines du blé (Triticum aestivum) et leur inoculation

4.5 Protocole expérimental

Le protocole a été adapté de Ramados et al. (2013). Des disques de papier filtre

standard, d’un diamétre équivalent a celui des boites de Pétri, ont été stérilisés dans un four
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Pasteur a 180 °C pendant 15 min, puis placés par paire dans des boites de Pétri de 9 cm de
diamétre. Dans chaque boite, le papier filtre a été imbibé avec 2 mL d’une solution saline
stérile (eau distillée stérile + NaCl) aux concentrations suivantes : 0, 50, 100, 150, 200, 250 et
300 mM.

Les graines inoculées avec les souches bactériennes ainsi que les graines témoins ont
ensuite été placées dans les boites, a raison de 15 graines par boite et par traitement salin.

L’expérience a été conduite en triplicata, soit trois boites de Pétri par concentration de NacCl.

L’incubation a été réalisée a 1’obscurité, a une température moyenne de 25 °C. Le
nombre de graines germées a été relevé tous les deux jours jusqu’au 14¢ jour, apres quoi
aucune nouvelle germination n’a été observée. Une graine était considérée comme germée des
I’apparition de la radicule hors de la cuticule, avec une longueur minimale de 3 mm. Aucun
arrosage supplémentaire n’a été nécessaire durant I’essai. A la fin de 1’expérience, le

pourcentage final de germination a été calculé.

4.6 Facteurs favorisant la croissance des plantules de blé

Le sol utilisé, caractériseé par une faible teneur en minéraux, a été fourni par le Centre
d’Ecologie, d’Evolution et de Changements Environnementaux (CE3C), Faculté des Sciences,
Université de Lisbonne. Ce sol a été mélangé a de la vermiculite (50/50, v/v) puis stérilisé par

autoclavage.

Les graines germées (inoculées et témoins) ont été semées dans des pots (7 x 12 cm)
contenant le mélange sol-vermiculite, a raison de deux graines par pot, a une profondeur
d’environ 1 cm. Les pots ont été irrigués tous les trois jours avec 20 mL de solution saline
stérile (NaCl : 0, 100, 200 et 300 mM), en cohérence avec les traitements appliqués lors de la
phase de germination.

Chaque traitement a été repéte six fois (six pots). Les pots ont été placés dans une
chambre de croissance programmée avec une photopériode de 16 h lumiere / 8 h obscurité,

une température de 25/20 °C (jour/nuit) et une humidité relative de 70 %/50 % (jour/nuit).

Aprés 15 jours, les parameétres de croissance ont été mesurés : longueur des pousses et
des racines, poids frais et poids sec des pousses et racines. De plus, la teneur en phosphore et

en potassium solubles du sol ayant hébergé les plantules a été¢ quantifiée. L’expérience a été
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arrétée au 15¢ jour, car au-dela de cette période les plantules témoins présentaient des

dommages irréversibles.

N75-(o)-m1| C-(0)-mM9q N76-(200)-mM9] C-(200)-mM9]

Figure 9. Quelques étapes d’évaluation des paramétres de la croissance des plantules du
blé

4.7 Effet des souches sur la restauration du phosphate

La capacité des isolats a libérer le phosphate dans le sol a été déterminée en mesurant
les quantités de phosphate soluble avant et apreés chaque traitement (bactérien et NaCl).
L’azote, le potassium et le silicate n’ont pas été quantifiés en raison du manque de certains

réactifs chimiques.

Afin de déterminer la quantité de phosphate dans le sol, plusieurs solutions ont été

préparees :

— Solution d’extraction : 42 g de bicarbonate de sodium (NaHCO:s) dissous dans
1000 ml d’eau distillée, pH ajusté a 8,5.
— Acide sulfurique (H2S04) : 60 ml de H2SO4 1 N ajoutés a 2000 ml d’eau
distillée.
— Solution de molybdate d’ammonium a 1 % :
o Dissoudre 10 g de molybdate d’ammonium dans 250 ml d’eau
distillée (45 °C) et laisser refroidir (solution 1).
o Dans un second récipient, introduire 112 ml d’acide sulfurique dans

500 ml d’eau distillée et laisser refroidir (solution 2).
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o Sous agitation, mélanger la solution 1 et la solution 2, puis ajuster le

volume final a 1000 ml avec de 1’cau distillée.
- Solution de chlorure stanneux (SnCl) 0,1 M : dissoudre 2,5 g de SnCl.'H20
dans 100 ml de HCI 12 N. Prélever 1 ml de cette solution et le diluer dans 9 ml

d’eau distillée. Conserver a 5 °C.

Dans des fioles de 50 ml, 1 g de sol a été mis en suspension dans 20 ml de la solution
d’extraction. Apres agitation a 200 rpm pendant 30 min, la solution a été filtrée a travers du
papier Whatman. Dix ml de filtrat ont été transférés dans un bécher de 50 ml et complétés

avec 5 ml d’acide sulfurique. Le mélange a été maintenu sous agitation (200 rpm) pendant 1
h.

Ensuite, 10 ml d’eau distillée, 5 ml de solution de molybdate d’ammonium et 250 pl de
solution de chlorure stanneux ont été ajoutés. Le volume a été ajusté a 50 ml avec de I’eau
distillée. L’absorbance a été mesurée a 660 nm. La concentration en phosphate soluble a été
déterminée a partir d’'une courbe étalon préparée avec des concentrations croissantes de

KH:POs (0, 1, 2, 3, 4 et 5 ppm) (Sigma, Etats-Unis).

4.8 Analyse statistique

Les analyses statistiques ont été réalisées a 1’aide du logiciel GraphPad Prism 7. Les
résultats de germination du blé et les données des paramétres de croissance des plantules ont

été soumis a une analyse de variance (ANOVA) avec un intervalle de confiance fixé a 95 %.
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1 Isolement de bactéries telluriques, recherche de leurs
propriétés d’intérét agricole et étude de ’impact de la
salinité sur la distribution de ces propriétes

1.1 Propriétés physicochimiques des échantillons de sol

Les analyses physicochimiques réalisees sur les différents échantillons de sol ont révélé
une grande diversité de caractéristiques (Tableau V). Trois échantillons, a savoir S007, S009
et S023, prélevés respectivement a M’sila, Béjaia (Feraoun) et Biskra, se sont révélés salins

(CE >4 dS'm™). Pour les autres échantillons, la conductivité électrique varie de 0,14 dS-m™

(S002) & 3,35 dS'm™" (S018).

Les sols collectés a Béjaia (Souk EI-Tnine) se distinguent par une teneur plus élevée en
matiére organique (7,7 %), tandis que ceux prélevés a M’sila, Ouargla, Oued Souf et Saida

présentent des teneurs plus faibles.

En ce qui concerne le pH, la valeur la plus élevée a été enregistrée pour 1’échantillon
S025 (pH = 9,12), alors que la plus faible correspond a I’échantillon S005 (pH = 6,62). Par
ailleurs, 1’échantillon SO010 présente la teneur en eau gravimétrique la plus élevée (g = 0,40),

tandis que I’échantillon S014 affiche la plus faible (6g = 0,06).

Tableau 4. Propriétés physicochimiques des échantillons de sol

Echantillon | pH Conductivité électrique CE Humidité Matiére organique totale
(dS'm™) (0g) SOM (%)
S001 8,15 34 0,232 11
S002 8,09 3,2 0,237 1,2
S003 8,45 2,9 0,200 0,8
S004 8,12 3,3 0,241 1,3
S005 8,19 3,8 0,211 11
S006 8,24 3,5 0,254 15
S007 8,68 4,6 0,119 0,5
S008 8,05 3,7 0,205 0,9
S009 8,18 4,5 0,158 0,6
S010 8,01 34 0,225 1,3
S011 7,83 3,2 0,248 1,3
S012 7,60 3,7 0,210 0,7
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S013 8,04 3,3 0,222 0,9
S014 8,25 3,8 0,243 1,2
S015 8,13 3,8 0,238 1,2
S016 7,56 2,7 0,224 0,6
S017 7,34 2,5 0,288 1,6
S018 7,40 2,9 0,266 15
S019 7,52 31 0,240 1.2
S020 7,83 2,6 0,239 1,2
S021 7,71 3,4 0,207 0,8
S022 8,03 3,0 0,252 1,4
S023 8,00 4,4 0,128 11
S024 7,65 3,5 0,215 1,0
S025 7,93 2,8 0,231 11
S026 7,50 2,5 0,246 1.2

Un document publié en janvier 1998 par le Natural Resources Conservation Service

(NRCS, Etats-Unis) propose une classification des sols en fonction de leurs valeurs de pH

mesurées dans une solution de KCI. Cette classification distingue les catégories suivantes :

Sol extrémement acide : pH 3,5 - 4,4
Sol trés fortement acide : pH 4,5 -5,0
Sol fortement acide : pH 5,1 - 5,5

Sol modérément acide : pH 5,6 — 6,0
Sol légérement acide : pH 6,1 - 6,5
Sol neutre : pH 6,6 — 7,3

Sol Iégerement alcalin : pH 7,4 - 7,8
Sol modérément alcalin : pH 7,9 - 8,4

Sol fortement alcalin : pH 8,5-9,0

Selon cette classification, les échantillons étudiés se situent dans les catégories suivantes

: neutres, légérement acides, légérement alcalins et modérément alcalins.

Le pH est un facteur déterminant, car il influence non seulement les paramétres

physicochimiques du sol, mais aussi les processus biologiques tels que la décomposition de la

matiére organique. Par conséquent, une valeur de pH non optimale limite la croissance des

cultures agricoles et réduit leur rendement.
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Le pH mesuré dans KCI refléte la teneur en ions hydrogéne échangeables dans le sol. Il
permet d’estimer le « pH plancher », c’est-a-dire la valeur vers laquelle tend le sol en raison
des processus d’acidification (Rouiller et al., 1994 ; Niklinska et al., 2005 ; Lapinskas et
Motuziené, 2006 ; Rousk et al., 2009).

Dans les analyses microbiologiques, la teneur en eau d’un sol est généralement
exprimée en teneur en humidité gravimétrique (0g), définie comme la masse d’eau par unité
de masse de sol sec (Pepper et Gerba, 2004). L’humidité conditionne la structure, la porosité
et d’autres propriétés physicochimiques du sol. Elle joue également un réle central dans la
croissance des plantes et le développement de la biomasse microbienne de la rhizosphere
(Hagan, 1955).

La matiere organique du sol constitue un indicateur majeur de sa qualité. Elle assure la
disponibilité des éléments minéraux nécessaires a la croissance des végétaux et au
développement de la biomasse tellurique (Reeves, 1997). Sa dynamique est étroitement liée a
d’autres propriétés physicochimiques telles que le pH, la salinité et I’humidité. En général, la
teneur en maticre organique tend a augmenter avec I’humidité en raison d’une aération réduite
lors de la saturation en eau. A I’inverse, une salinité élevée et des valeurs de pH extrémes
limitent la dégradation de I’humus et, par conséquent, réduisent 1’apport en matieére organique

disponible dans le sol (Bot et Benites, 2005).

1.2 Isolement bactérien

A partir des 26 échantillons de sol collectés dans différentes wilayas d’Algérie, un total
de 260 isolats bactériens a été obtenu. Ces isolats ont été purifiés sur milieu nutritif (NA)
supplémenté en NaCl a différentes concentrations (300, 600 et 900 mM).

1.3 Halotolérance des isolats

Les 260 isolats correspondent a des colonies bactériennes morphologiquement distinctes
issues des 26 sites agricoles explorés. La tolérance au sel de ces isolats a été evaluée sur un

milieu GMM préparé avec différentes concentrations de NaCl.

Les résultats de croissance ont montré une diminution progressive du nombre d’isolats

capables de se développer avec 1’augmentation de la concentration saline. Ainsi :

— 100 % des isolats se sont développés a 0 et 100 mM,

— 162 isolats (62 %) ont toléré des concentrations allant jusqu’a 500 mM,
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— 89 isolats (34 %) ont pousse entre 500 et 1000 mM,
— seuls 20 isolats (8 %) ont été capables de croitre au-dela de 1000 mM. Ces 20
isolats halotolérants ont été retenus pour 1’évaluation de leurs activités d’intérét

agricole.

Les bactéries promotrices de croissance végétale (PGPB) améliorent la santé, la
croissance et le rendement des cultures par divers mécanismes directs et indirects, notamment
sous conditions de stress biotiques et abiotiques (Ait Bessai et al., 2022a). Leur utilisation en
agriculture représente une alternative prometteuse a I’emploi excessif et incontr6lé des engrais
chimiques. En particulier, I’atténuation du stress salin par les PGPB constitue une stratégie
efficace pour valoriser les sols marginaux, souvent impropres a 1’agriculture ou présentant de

tres faibles niveaux de productivité a cause de la salinité (Bensidhoum et al., 2019).

La salinité, en effet, réduit la biomasse, la diversité et les fonctions microbiennes, en
particulier celles des microorganismes sensibles au sel (Ofek et al., 2006). A I’inverse, les
PGPB halotolérantes conservent leur viabilité et maintiennent leurs fonctions métaboliques en
conditions salines. Il est donc essentiel de vérifier que les souches sélectionnées pour un usage
agricole soient capables de résister aux conditions de salinité dans lesquelles elles seront

appliquées.

1.4 Recherche des activités d’intérét agricole

Les isolats sélectionnés ont été testés pour leur capacité a produire de 1I’AIA ainsi que

diverses enzymes d’intérét agronomique.

1.4.1 Production d’AIA

La production d’AIA a été mise en évidence sur milieu LB additionné de 0,5 mg-mL™
de tryptophane et de 0,5 % de glucose. L’apparition d’une coloration rose a été retenue

comme indicateur de la production d’AIA.

Les résultats ont montré que 15 isolats sur 20 (75 %) étaient producteurs d’AlA, avec
des concentrations variant de 3,23 pg-mL™" pour I’isolat N63 a 126,01 pg-mL™" pour I’isolat
N76. Les isolats N53, N8 et N94 ont produit respectivement 35,7, 47,4 et 62,2 ug-mL™".

Les concentrations moyennes d’AIA produites par les différents isolats sont présentees

en annexe Il.
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Figure 10. Aspect d’un résultat positif pour la production d’AIA

La production de substances régulatrices de la croissance constitue I’un des mécanismes
directs les plus importants par lesquels les PGPB stimulent la croissance des plantes (Baca et
Elmerich, 2007). II est estimé qu’environ 80 % des bactéries rhizosphériques sont capables de
produire de I’acide indole-acétique (AIA) (Zakharova et al., 1999). La biosynthése de cette
hormone est influencée par divers facteurs, notamment les conditions de culture, le stade de

croissance bactérien et la disponibilité du substrat dans le milieu.

L’AIA, principale auxine d’origine microbienne, exerce une action sur presque tous les
aspects physiologiques du développement végétal. Elle stimule la germination des graines, la
division et 1’élargissement cellulaires, la différenciation tissulaire, I’expansion foliaire, ainsi
que I’initiation et 1’élongation racinaire (Egamberdieva, 2008 ; Maleki et al., 2010 ; Martinez-
Viveros et al., 2010). Depuis plusieurs décennies, la capacité a produire 1’ AIA est considérée
comme un critere majeur de sélection des bactéries telluriques présentant un fort potentiel de
promotion de la croissance des plantes (Abd El-Azeem et al., 2007 ; Bakthavatchalu et al.,
2012 ; Vacheron et al., 2013 ; Dinesh et al., 2015 ; Etesam et al., 2015 ; Ait Bessai et al.,
2022a).

De nombreux travaux rapportent que 1’effet stimulateur des PGPB est directement li¢ a
leur aptitude a produire cette auxine. Par exemple, Egamberdieva (2009) a observé une
amélioration de 52 % de la croissance racinaire du blé cultivé sous stress salin (100 mM
NaCl), aprés inoculation par trois souches de Pseudomonas productrices d’AIA (5 ; 5,7 et 7.4
ug'mL™). Plusieurs genres Dbactériens, tels que Flavobacterium, Pseudomonas,
Achromobacter et Azotobacter, ont également été signalés comme producteurs d’AlA,
contribuant a la stimulation de la croissance du blé (Tsavkelova et al., 2006 ; Jha et Kumar,
2009 ; Soltani et al., 2010 ; Kumar et al., 2014).
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Par ailleurs, Pseudomonas putida, P. fluorescens et Azospirillum lipoferum ont été
utilisées par Sharma et al. (2014) pour améliorer la croissance du riz. Ces souches ont
démontré¢ une remarquable capacité de production d’AlIA, entrainant une augmentation des
pigments photosynthétiques, de la teneur en chlorophylle et de la biomasse seche par rapport
aux témoins non inoculés. Une souche particuliére, Pseudomonas putida BHUJY23, s’est
distinguée par sa production élevée d’AIA et par son efficacité a la fois pour améliorer le
rendement du riz et pour agir comme agent antagoniste contre plusieurs phytopathogenes
(Lavakush et al., 2012).

Des effets synergiques ont également été rapportés. Hasan et al. (2014) ont montré que
la co-inoculation de Rhizobium et Azospirillum, deux genres producteurs d’AIA, améliorait
significativement la croissance du riz, notamment la longueur des racines et les poids frais et
secs. D’autres études confirment également le role des genres Bacillus et Citrobacter dans la

stimulation de la croissance racinaire du riz, principalement attribuée a la production d’AIA

(Yadav et al., 2011 ; Habib et al., 2015).

1.4.2 Activitées enzymatiques

Les isolats bactériens testés ont présenté des profils enzymatiques variés. A 0 mM de
NaCl, I’enzyme la plus fréquemment exprimée était la protéase, détectée chez 70 % des
isolats (14/20), suivie par la lipase, produite par 60 % des isolats (12/20). La chitinase

représentait 1’activité la moins fréquente, observée uniquement chez 40 % des isolats (8/20).
D’autres activités enzymatiques ont également été détectées :

— cellulases : 60 %,
— estérases : 50 %,
— amylases : 30 %,

— uréases : 25 %.

L’ajout de NaCl aux milieux de culture a influencé les niveaux d’expression de ces
enzymes, sans pour autant inhiber leur production. Ces résultats suggerent une certaine

robustesse enzymatique des isolats halotolérants face aux conditions salines.

Les résultats détaillés de ces tests sont présentés dans I’annexe II1.
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Figure 11. Aspect des résultats positif des activités enzymatiques testées

A : Protéase ; B : Lipase ; C : Cellulase ; D : Estérase ; E : Amylase ; F : Uréase ; G :

Chitinase

La dégradation de la matiere organique par les activités cataboliques des
microorganismes du sol constitue I’un des principaux mécanismes par lesquels les bactéries
telluriques contribuent a I’amélioration de la croissance végétale. L’intérét porté a ces
microorganismes en agriculture repose sur leur utilisation en tant que biofertilisants et agents
de biocontréle. Les enzymes microbiennes, telles que les uréases, estérases, lipases, protéases,
chitinases et cellulases, jouent un réle central dans les processus de transformation biologique
de la matiére organique (Glick, 1995 ; Viveros et al., 2010 ; Rana et al., 2012 ; Xun et al.,
2015).

La capacité de certaines bactéries a sécréter ces enzymes extracellulaires ne se limite
pas a la simple fertilisation biologique des sols par la dégradation de la matiére organique. En
effet, ces enzymes trouvent également des applications étendues dans divers domaines
biotechnologiques tels que 1’agroalimentaire, 1’industrie des détergents, le textile, la
pharmacie, la médecine et la biologie moléculaire (Carrim et al., 2006). Parmi elles, les
chitinases et les cellulases occupent une place particuliére en tant qu’agents de biocontrole,
grace a leur aptitude a dégrader les parois cellulaires des champignons phytopathogénes
(Mitchell et Alexander, 1963 ; Sindhu et Dadarwal, 2001 ; Labuschagne et al., 2010).

Les enzymes produites par les PGPB permettent de dégrader les nutriments insolubles

présents dans le sol, tels que les protéines, 1’amidon et la cellulose, et de les transformer en
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composés solubles assimilables par les plantes (sucres, acides aminés, NH4+, PO43-)
(Caldwell, 2005 ; Burns et Wallenstein, 2010). La dégradation de la cellulose joue un réle clé
dans le cycle global du carbone (Ponnambalam et al., 2011), puisqu’elle conduit a la
libération de dioxyde de carbone ou de méthane par I’action microbienne (Ljungdahl et

Eriksson, 1985).

Les cellulases microbiennes suscitent ainsi un intérét particulier en raison de leur
potentiel d’utilisation dans la valorisation des déchets agricoles. De méme, les lipases ont été
décrites dés 1901 chez plusieurs espéces bactériennes, notamment Bacillus prodigiosus, B.
pyocyaneus, B. fluorescens, Pseudomonas aeruginosa et P. fluorescens (Eijkmann, 1901 ;
Fickers et al., 2008). La synthese de lipases et d’estérases par certaines bactéries contribue a
la dégradation des composés lipidiques, participant ainsi au recyclage de la matiére organique

et a la libération d’éléments nutritifs indispensables a la croissance des plantes.

Les amylases, pour leur part, catalysent I’hydrolyse de 1’amidon ou du glycogéne en
glucose et/ou en oligosaccharides (Thoma et al., 1971). Elles sont produites par divers
organismes, notamment les plantes, les animaux et les microorganismes. Leur production par
les bactéries du sol joue un role déterminant dans la décomposition de la matiére organique et
la mise a disposition des nutriments nécessaires aux plantes. Des travaux de Whipps (2001),
Siddiqui (2005) et Viollet (2010) ont montré que certaines souches de Pseudomonas

productrices d’amylases stimulent significativement la croissance et la santé des plantes.

Il est bien établi que la production d’enzymes lytiques, telles que les protéases, constitue
I’'un des mécanismes indirects par lesquels les PGPB exercent un effet antagoniste sur les
microorganismes nuisibles (Twisha et Desai, 2014). L’activité¢ protéasique influence
¢galement la synthése des auxines, notamment de I’AIA, en libérant le tryptophane,
précurseur de cette hormone (Mansour et al., 1994). Plusieurs auteurs (Chet et al., 1990 ;
Kobayashi et al., 2002 ; Labuschagne et al., 2010) ont rapporté le rdle des protéases
microbiennes dans la lutte biologique. Lian et al. (2007) ont par ailleurs mis en évidence leur
implication dans la dégradation des cuticules de nématodes, un mécanisme utilisé par

certaines espéces de Bacillus pour limiter les infestations nématodiennes.

L’uréase est une enzyme clé¢ dans I’hydrolyse de 1’urée, générant du CO2 et de
I’ammoniac (NH3). Selon Polacco (1977), les uréases du sol proviennent a la fois des plantes
et des microorganismes, ces derniers produisant des formes intra- et extracellulaires de

I’enzyme (Mobley et Hausinger, 1989).

52



Résultats et Discussion

Les chitinases hydrolysent les polymeres insolubles de N-acétylglucosamine liés par des
liaisons P(1,4), constituants majeurs des parois cellulaires de nombreux champignons, des
exosquelettes d’insectes et des carapaces de crustacés (Bhushan et Hoondal, 1998). Les
microorganismes producteurs de chitinases sont ainsi largement considérés comme des agents
de lutte biologique (Bhushan et Hoondal, 1998 ; Huang et al., 2005). Kathiresan et al. (2011)
ont rapporté que certaines souches d’Azotobacter produisent d’importantes quantités de
cellulases, amylases, lipases, chitinases et protéases. De méme, Ahmad et al. (2013) ont
montré que des souches de Pseudomonas synthétisent ces enzymes, jouant un réle crucial
dans la dégradation de la matiere organique et dans la suppression de pathogenes fongiques.
Certaines souches de Pseudomonas réduisent ainsi la croissance de champignons filamenteux

grace a la sécrétion de chitinases et d’autres enzymes lytiques.

L’application de ces bactéries comme agents de protection biologique des cultures est
particulierement prometteuse contre les pathogenes dont la paroi cellulaire contient de la
chitine (Prasad et al., 2015). Par exemple, Kohler et al. (2007) ont observé que 1’inoculation
de Lactuca sativa (laitue) avec Bacillus subtilis accroissait significativement les activités
uréasiques, protéasiques et phosphatasiques dans la rhizosphere, améliorant ainsi la croissance
des plantes et 1’assimilation de nutriments tels que le potassium et le calcium. Singh et al.
(1999) ont également montré que des souches chitinolytiques de Paenibacillus sp. et
Streptomyces sp. pouvaient supprimer le flétrissement du concombre causé par Fusarium
oxysporum. L’isolat bactérien MIC 3, capable de produire un ensemble d’enzymes lytiques
(protéase, amylase, cellulase, chitinase et pectinase), a montré une forte activité antagoniste
contre F. oxysporum et Phoma sp. (Avinash et Rai, 2014). Plus récemment, Xu et Kim (2016)
ont évalué le role de Paenibacillus polymyxa SC09-21, producteur de cellulases et de
protéases, en tant qu’agent de biocontréle contre le mildiou causé par Phytophthora sp., tout
en agissant comme stimulateur de la croissance du poivron. Cette souche a permis de réduire

significativement la sévérité de la maladie.
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2 Effet de la salinité sur la fixation de ’azote, la
solubilisation du phosphate, du potassium et du silicate

2.1 Fixation biologique de I’azote atmosphérique

Les 20 isolats étudiés ont été testés pour leur aptitude a fixer I’azote atmosphérique sur
le milieu NFB, dépourvu de toute source d’azote, et préparé a différentes concentrations de
NaCl (0, 300, 600 et 900 mM). Aux conditions sans sel (0 mM), 95 % des isolats (19/20) se
sont révélés fixateurs libres d’azote. A 300 mM, cette proportion a chuté & 70 % (14/20), puis
a 45 % (9/20) aux concentrations de 600 et 900 mM (Annexe I11).

L’azote moléculaire représente environ 78 % de I’atmosphere. Ce gaz, chimiquement
trés stable, n’est pas directement assimilable par les organismes supérieurs ni par la majorité
des microorganismes. Cependant, certains procaryotes sont capables de le fixer, contribuant

ainsi au cycle biogéochimique de 1’azote (Golubyatnikov et al., 2013 ; Bertrand et al., 2015).

La fixation biologique de 1’azote dans le sol constitue 1’'un des mécanismes par lesquels
les microorganismes favorisent la croissance des plantes (James et al., 1994 ; Glick, 1997 ;
Vessey, 2003 ; Gray et Smith, 2004). Ce processus est assuré par divers procaryotes, qu’ils
vivent en vie libre (par ex. Azoarcus, Azospirillum, Burkholderia, Gluconacetobacter,
Pseudomonas, Azotobacter, Arthrobacter, Acinetobacter, Bacillus, Enterobacter, Erwinia,
Flavobacterium, Klebsiella, Acetobacter) ou en symbiose avec les plantes (par ex. Rhizobium,
Mesorhizobium, Bradyrhizobium, Azorhizobium, Allorhizobium, Sinorhizobium) (Reddy,
2014).

Ce processus repose sur 1’activité de la nitrogénase, une enzyme composée de deux

complexes métalloprotéiques :

— la dinitrogénase (hétérotétramere ~250 kDa, codée par les genes nifD et nifK),
qui contient le site actif de réduction de 1’azote,

— la dinitrogénase réductase (homodimere ~70 kDa, codée par nifH), qui assure
I’hydrolyse de I’ATP et le transfert d’¢électrons vers la dinitrogénase (Zehr et al.,
2003).

L’usage excessif des engrais azotés de synthése, associé¢ aux émissions d’oxyde nitreux
liées a certaines activités anthropiques, contribue au déséquilibre du cycle de 1’azote, posant

un risque croissant pour les sols et ’atmosphere. En céréaliculture, I’emploi de bactéries
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fixatrices d’azote pour réduire la dépendance aux engrais chimiques eSt une stratégie

largement adoptée.

De nombreuses études ont confirmé 1’efficacité de diverses bactéries fixatrices d’azote
comme biofertilisants, notamment des genres Azospirillum (Rao et al., 1987 ; Hartmann, 1996
; Malik et al., 1997 ; Santa et al., 2004 ; Nabti et al., 2010 ; Volpiano et al., 2014),
Pseudomonas (Rao et al., 1987 ; Hartmann, 1996 ; Mirza et al., 2006 ; Shabaev et VVoronina,
2007), Bacillus (Park et al., 2005), Herbaspirillum (Brusamarello-Santos et al., 2012 ;
Volpiano et al., 2014), Azotobacter (Rao et al., 1987 ; MiloSevi¢ et al., 2012), Rhizobium,
Enterobacter (Habibi et al., 2014), Klebsiella (Iniguez et al., 2004) et Burkholderia (Van et
al., 2000 ; Govindarajan et al., 2008). Ces bactéries se sont révélées efficaces pour accroitre le

rendement du blé et du riz, tout en réduisant I’apport d’engrais chimiques.

Au fil des années, plusieurs especes des genres Azotobacter, Flavobacterium,
Achromobacter et Pseudomonas ont été utilisées comme PGPB pour stimuler la croissance de
diverses plantes (Malik et al., 1997 ; Glick et al., in Altman et Waisel, 1997 ; Kader et al.,
2002 ; Sgroy et al., 2009 ; Vacheron et al., 2013). Des especes telles que Flavobacterium
johnsoniae, Pseudomonas putida, Achromobacter xylosoxidans et Azotobacter chroococcum
ont ét¢ décrites comme fixatrices d’azote dans le sol (Madkour et al., 1990 ; Jha et Kumar,

2009 ; Laskar et al., 2013 ; Pathania et al., 2014).

Par ailleurs, les Rhizobia occupent une place centrale dans la promotion de la croissance
végétale en raison de leur capacité a établir des symbioses avec les [égumineuses. Des especes
comme R. meliloti, R. trifolii, R. leguminosarum, R. phaseoli et R. japonicum se sont révélées
particuliérement efficaces pour 1’apport d’azote a une large gamme de plantes, telles que la

luzerne, le tréfle doux, le polis, la lentille, le haricot ou le niébé (Yamaguchi, 1983).

L’inoculation avec des bactéries associatives, comme Azospirillum, s’est également
montrée bénéfique pour améliorer le rendement de légumineuses d’hiver telles que le pois et
le pois chiche (Sarig et al., 1986). Dans le cas du soja, Dashti et al. (1998) ont montré que
I’inoculation par Serratia liquefaciens 2-68 ou S. proteamaculans 1-102 augmentait la
nodulation, la fixation d’azote et 1’accumulation d’azote total dans deux cultivars. L’azote
fixé, exprimé en pourcentage d’azote et de protéines dans les tissus, était significativement

supérieur chez les plantes inoculées.
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Chez la pomme de terre, Pishchik et al. (1998) ont rapporté qu’une inoculation par
Klebsiella mobilis (souches CIAM880 et CIAM853) entrainait une augmentation notable du
rendement en tubercules et de la teneur en azote. Plus récemment, Nagqash et al. (2016) ont
montré que des inoculations par Azospirillum, Enterobacter et Rhizobium amélioraient la
croissance et le rendement de la pomme de terre en conditions axéniques. Par exemple,
Azospirillum sp. TN10 a permis une augmentation significative du poids frais et sec des
plantes, ainsi que de la teneur en azote des tiges et des racines, comparativement aux témoins

non inoculés.

2.2 Solubilisation du phosphate inorganique

Le phosphate constitue 1’un des nutriments minéraux les plus essentiels a la croissance
et au développement des plantes. Les PGPB favorisent cette croissance en améliorant
I’acquisition des nutriments, notamment par la transformation et la solubilisation du
phosphate insoluble présent dans le sol (Babalola et al., 2012). L’utilisation de PGPB
halotolérants capables de solubiliser le phosphate représente une stratégie durable et une
alternative prometteuse aux engrais chimiques, en particulier pour la fertilisation des sols
affectés par la salinité, contribuant ainsi a 1’amélioration de la production agricole (Alori et
al., 2017).

Figure 12. Aspect de la zone de solubilisation du phosphate tricalcique par un de nos isolats sur le milieu

de Pikovskaya aprés 48h d’incubation

Dans ce travail, 65 % (13/20) des isolats ont montré une capacité de solubilisation du
phosphate tricalcique sur milieu PVK supplémenté avec 0 ou 300 mM de NaCl, tandis que 25
% (5/20) des isolats ont exprimé cette activité sur milieu PVK additionné de 600 ou 900 mM
de NaCl. A 0 mM de NaCl, les indices de solubilisation (IS) variaient de 2,25 a 4 selon la
durée d’incubation. A 300 mM de NaCl, les IS étaient compris entre 1,1 et 3,5 ; & 600 mM
entre 1,18 et 3,14 ; et a 900 mM entre 0,37 et 3,3. Sur milieu liquide, huit isolats ont présenté
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une activité de solubilisation, avec des concentrations de phosphate soluble comprises entre
0,035 pg/mL et 255,125 pg/mL.

L’isolat N76 a montré les IS les plus élevés : un indice de 4 sur milieu PVK contenant
300 mM de NaCl et de 3,3 sur milieu PVK a 900 mM, aprés 15 jours d’incubation a 28 °C
(Annexe V).

Tableau 5. Solubilisation du phosphore inorganique par I’isolat N76 sur milieux solides
et liquides

2 jours 7 jours 15 jours 21 jours
[NaCl]

Isolat P soluble P soluble
mM IS | pH IS | pH IS | pH

(ng/mL) (ng/mL)
0 2,87 | 6,22 136,625 3,5 | 6,05 142,875 3,87 | 5,36
N6 300 2,66 | 6,66 85,375 3 6 141,625 4 |524
600 2,41 | 6,77 59,225 2,42 | 6,11 117,875 3,1 | 574
900 2,2 | 6,79 54,125 2,33 | 6,75 59,425 3,3 |585

Les résultats obtenus pour I’isolat N76 sont supérieurs a ceux rapportés par Zhu et al.
(2011), qui ont montré qu’une souche halophile était capable de solubiliser le phosphate en

milieu salin (30 g/L), produisant apres 10 jours une zone de solubilisation de 2,5 a 3,0 cm.

Dans notre étude, 1’isolat N76 a pu solubiliser le phosphate tricalcique dans un bouillon
PVK supplémenté avec 0, 300, 600 et 900 mM de NaCl. La solubilisation maximale a été
enregistrée a 300 mM, avec 255,152 + 0,01 pg/mL de phosphate soluble, suivie de 219,125 +
0,03 pg/mL et 205,375 + 0,05 pg/mL respectivement a 600 et 900 mM de NaCl (Annexe 1V).
Cet isolat a montré une activité maximale de solubilisation a 21 jours pour toutes les
concentrations de NaCl testées. La quantité la plus élevée de phosphate soluble (255,152 +
0,01 pg/mL) reste inférieure a celle rapportée par Zhu et al. (2011) (283,16 pg/mL), mais
supérieure a celle obtenue par Nico et al. (2012) (109,47 pg/mL). Ces résultats suggerent que

N76 présente un bon potentiel en tant que bactérie solubilisatrice de phosphate.

La solubilisation du phosphate inorganique en milieu liquide par N76 s’est
accompagnée d’une diminution du pH, passant de 7,0 (pH initial) a 5,16 £ 0,02 apres 21 jours
d’incubation. Ce pH de 5,16 = 0,02 correspondait & une concentration de 255,15 + 0,01
pg/mL de phosphate soluble dans le surnageant, alors que le témoin maintenait un pH stable
(pH = 7). Cette acidification du milieu de culture confirme la production et la libération

d’acides organiques. En effet, lors de la solubilisation du phosphate, les bactéries produisent
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divers acides organiques de faible poids moléculaire, dont les groupements hydroxyle et
carboxyle permettent la chélation des cations associés au phosphate, favorisant ainsi sa mise
en solution (Chen et al., 2006 ; Adhikari et al., 2021 ; Emami et al., 2020). Selon Alori et al.
(2017), plusieurs acides organiques interviennent dans ce processus, notamment les acides
gluconique, citrique, lactique, 2-cétogluconique, oxalique, tartrique, acétique, fumarique,
malique, glyoxalique, isobutyrique, isovalérique, itaconique, propionique, succinique,

aspartique, maléique, glutamique, glycolique, malonique et a-cétobutyrique.

De nombreuses études confirment une corrélation entre la diminution du pH du milieu
et les taux de solubilisation du phosphate (Zhu et al., 2011 ; Jha et al., 2009 ; Chen et al.,
2015). Toutefois, Singh et al. (2014) ont signalé que cette corrélation n’était pas systématique,

la solubilisation du phosphate n’étant pas toujours directement liée a 1’acidité du milieu.

Parmi la grande diversité des PGPB, les bactéries du genre Azotobacter sont reconnues
comme de puissants solubilisateurs de phosphate et promoteurs de la croissance végétale
(Nosrati et al., 2014). Kaur et Reddy (2015) ont montré que 1’inoculation du mais et du blé
avec deux bactéries solubilisatrices de phosphate (Pantoea cypripedii PSB-3 et Pseudomonas
plecoglossicida PSB-5), en présence de phosphate naturel, augmentait significativement la
croissance des plantes et I’absorption totale de phosphore par rapport au témoin. Dans une
autre expérience en serre, 1’application d’un isolat d’Azotobacter, seul ou en combinaison
avec des engrais chimiques, a significativement amélioré le rendement et la biomasse

racinaire de trois variétés de blé (Kumar et al., 2001).

D’autres espéces bactériennes, telles que Achromobacter xylosoxidans (Ma et al., 2009),
Bacillus polymyxa (Nautiyal, 1999), Pseudomonas putida (Malboobi et al., 2009),
Acetobacter diazotrophicus (Dutta et Podile, 2010), Agrobacterium radiobacter (Leyval et
Berthelin, 1989), Bradyrhizobium mediterraneum (Peix et al., 2001), Enterobacter aerogenes
et Pantoea agglomerans (Chung et al., 2005), Gluconacetobacter diazotrophicus (Crespo et
al., 2011), Rhizobium meliloti (Krishnaraj et Dahale, 2014) ainsi que Pseudomonas
azotoformans (Adhikari et al.,, 2021) sont également rapportees comme bactéries

solubilisatrices de phosphate et promotrices de la croissance des plantes.

2.3 Solubilisation du phosphate organique

Le phytate représente la forme la plus abondante de phosphate organique dans le sol,

lequel constitue entre 10 et 50 % du phosphore total (Alori et al., 2017). La phytase hydrolyse

58



Résultats et Discussion

le phytate en phosphate soluble (esters phosphoreux), directement assimilable par les racines
des plantes (Alori et al., 2017).

La capacité des isolats a minéraliser le phytate par la production de phytase a été
¢valuée a différentes concentrations de NaCl. Apreés 10 jours d’incubation a 28 °C, 40 %
(8/20) des isolats se sont révelés capables de minéraliser le phytate en absence de NaCl, 45 %
(7/20) en présence de 300 mM de NaCl, 30 % (6/20) a 600 mM et 20 % (4/20) a 900 mM.

Les indices de solubilisation (IS), calculés selon la formule d’Edi-Premono (1996) apres
2,5 et 10 jours d’incubation a 28 °C (Jha et al., 2009), variaient de 1,35 a 6. L’IS le plus ¢élevé
(6,5) a été obtenu a 300 mM de NaCl et aprés 10 jours d’incubation, pour I’isolat N76
(Tableau VI, Annexe V).

La quantification de la phytase produite par les isolats en milieu liquide supplémenté en
NaCl a montré qu’aucune activité n’était détectée jusqu’a 2 jours d’incubation (0 pg/mL de
phosphate soluble), indiquant 1’absence de production mesurable de phytase. La quantité
maximale de phosphate soluble a été enregistrée pour I’isolat N76 aprés 10 jours d’incubation
a 28 °C, avec 0,168 = 0,002 U/mL (0,168 + 0,002 pg/mL-min) a 0 mM de NaCl (Tableau VI,
Annexe V).

Tableau 6. Minéralisation du phosphate organique par I’isolat N76 sur milieux solides et

liquides
Isolat NaCl 2 jours (IS / P soluble 5 jours (IS / P soluble 10 jours (IS / P soluble
(mM) U/mL) U/mL) U/mL)
N76 0 3,62/0 4,33/0,027 5,28/0,168
300 3,28/0 5,28/0,014 6,5/0,097
600 3,57/0 3,9/0,002 570,012
900 3,25/0 425/0 4,85 /0,004

Les phosphates organiques, issus de la biomasse végétale, microbienne et animale du
sol, présentent une grande diversité chimique mais sont majoritairement représentés par
I’acide phytique, principalement sous forme de sel (phytate, myo-inositol 1,2,3,4,5,6-
hexakisphosphate, IP6) (Liu et al., 2021). Ces composés peuvent étre davantage complexés
aux particules du sol via des processus d’adsorption-désorption (Niu et al., 1995 ; Kumar et
al., 2020). On estime que le stock de phosphore organique accumulé dans les sols agricoles

pourrait suffire & soutenir une agriculture intensive pendant plusieurs décennies (Singh et al.,
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2017). Toutefois, seulement environ 0,1 % est directement disponible pour les plantes (Ait

Bessai et al., 2022), le reste devant étre transformé en phosphate soluble.

Pour accéder a ces formes organiques, les plantes et les micro-organismes du sol ont
développé divers mécanismes, incluant I’expression d’enzymes telles que les phytases, ainsi
que ’exsudation d’acides organiques et de sidérophores, facilitant la libération de phosphate
soluble (Gamalero et al., 2009 ; Gupta et al., 2015).

Des bactéries phytase-productrices ont été isolées a partir de différentes sources : sols
agricoles (Babalola et al., 2012), excréments de volaille (Alori et al., 2017) et sédiments
fluviaux (Vyas et al., 2009). Par exemple, Babalola et al. (2012) ont isolé deux souches
fluorescentes de Pseudomonas a partir d’un sol composté, capables d’hydrolyser jusqu’a 81 %
du phosphate contenu dans le phytate ajouté. La phytase a par ailleurs été extraite et
caractérisée chez plusieurs espéces du genre Pseudomonas, notamment P. simiae, P. putida
(Shulse et al., 2019), P. palleroniana, P. proteolytica et P. azotoformans (Adhikari et al.,
2021).

La production de phytase par des isolats bactériens est considérée comme une voie
prometteuse pour améliorer la croissance des plantes dans les sols déficients en phosphore
(Idriss et al., 2002 ; Kumar et al., 2013). Shulse et al. (2019) ont adopté une approche de
biologie synthétique combinatoire pour introduire des phytases phylogénétiquement diverses
dans le génome de bactéries associées aux racines. Par des essais en culture liquide, 41
souches ont été identifiées comme capables d’hydrolyser le phosphate issu du phytate, avec
un pH optimal variable. La majorité des souches testées (12/14) ont significativement
amélioré la croissance d’Arabidopsis dans des essais sur gélose ou le phytate constituait
I’'unique source de phosphore. La croissance des plantes était généralement corrélée a la

mobilisation du phosphate soluble par ces souches.

L’approche combinatoire offre plusieurs avantages dans la mise au point de
biofertilisants a base de bactéries productrices de phytase. D’une part, elle permet de contrdler
I’hote bactérien : contrairement aux isolats environnementaux présentant une forte activité
phytase mais dont la capacité de colonisation racinaire reste incertaine (Vyas et al., 2009),
cette stratégie repose sur des PGPB déja connues pour leur aptitude a coloniser les plantes.
D’autre part, les approches de biologie synthétique permettent de créer des consortiums

bactériens aux fonctions complémentaires. A I’avenir, cette stratégie pourrait étre élargie afin
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d’exploiter d’autres mécanismes de solubilisation du phosphate (enzymes diverses, voies
métaboliques produisant des métabolites chélateurs) ou d’autres fonctions bénéfiques pour les
plantes, telles que la fixation biologique de I’azote ou la production d’hormones de croissance

(Hartmann et al., 1991).

2.4 Solubilisation du potassium

Le potassium constitue le troisieme élément nutritif essentiel a la croissance et au
développement des plantes. Toutefois, pres de 90 % du potassium présent dans le sol se
trouve sous forme insoluble, principalement dans les roches, les silicates et divers minéraux
(Goldstein, 1994). La teneur en K soluble est donc généralement faible, ce qui limite

fortement la production agricole.

Les micro-organismes jouent un réle déterminant en libérant le potassium a partir de ces
minérauX, le rendant ainsi disponible pour les plantes. De nombreuses études ont confirmé la
capacité des bactéries telluriques a solubiliser le K insoluble et ont montré 1’effet bénéfique de
I’inoculation des bactéries solubilisant le potassium (KSB) sur la croissance végétale (Meena

etal., 2016 ; Kang et al., 2017).

Dans ce travail, les isolats ont été évalués pour leur aptitude a solubiliser le potassium
(K20-5S812) sur milieu Aleksandrov modifié, supplémenté avec différentes concentrations de
NaCl (0, 300, 600 et 900 mM). Ainsi, 15 % (3/20) des isolats ont pu solubiliser le potassium a
0 mM NaCl et seulement 5 % (1/20) a 300 mM (Annexe VII). Les indices de solubilisation

(IS) observés apres une semaine d’incubation a 28 °C variaient de 0,8 a 1,3.

L’isolat NOS8 a été le seul capable de solubiliser le potassium aussi bien en milieu solide
qu’en bouillon Aleksandrov, a 0 et 300 mM de NaCl. La solubilisation maximale a été
enregistrée a 0 mM, avec 25,034 + 0,02 pg/mL de K solubilisé, suivie de 9,267 + 0,03 pg/mL
a 300 mM NacCl.

Diverses bactéries de sol ont déja été décrites comme KSB, capables de libérer le K a
partir de minéraux silicatés (feldspaths, aluminosilicates), notamment Bacillus mucilaginosus,
B. edaphicus, B. circulans, Paenibacillus spp., Acidothiobacillus ferrooxidans, Pseudomonas
sp. et Burkholderia (Sheng et al., 2008 ; Lian et al., 2002 ; Rajawat et al., 2012 ; Liu et al.,
2012 ; Basak et Biswas, 2012 ; Singh et al., 2010). D’autres genres tels qu 'Arthrobacter sp.,
Enterobacter hormaechei, Paenibacillus glucanolyticus et B. mucilaginosus subsp. siliceus
ont également été rapportés (Meena et al., 2014 ; Meena et al., 2015a ; Meena et al., 2016).
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Des isolats tels qu’Azotobacter chroococcum et Bacillus spp. ont aussi €té isolés a partir de
racines de coton comme KSB (Barougy et al., 2009). Selon ces auteurs, la capacité de
solubilisation pourrait étre liée a des différences dans les propriétés génomiques et

plasmidiques des souches.

Actuellement, les mécanismes de solubilisation du potassium par les PGPB et I’effet de
leur inoculation sur la disponibilité des nutriments et la croissance des cultures restent encore
peu documentés (Meena et al., 2013). Toutefois, le mécanisme le plus largement décrit est la
production d’acides organiques qui dissolvent les minéraux potassiques insolubles
(muscovite, orthoclase, biotite, feldspaths, micas, vermiculite, smectites, etc.), libérant ainsi le
K et le Si assimilables par les plantes (Abou EI-Seoud et Abdel-Megeed, 2012).

Ces acides organiques (oxalique, tartrique, citrique, gluconique, malique, succinique,
acetique, lactique, propionique, glycoligue, malonique, fumarique, etc.) sont produits lors du
métabolisme du glucose. Ils abaissent le pH du milieu, acidifient 1’environnement bactérien et
facilitent la dissolution des minéraux. En paralléle, ils favorisent la chélation des cations
associes au potassium, libérant simultanément K, Si et Al, et améliorent ainsi la
biodisponibilité minérale dans la rhizosphere (Maurya et al., 2014 ; Meena et al., 2014a ;
Song et al., 2015 ; Gusain et al., 2015 ; Verma et al., 2013 ; Romheld et Kirkby, 2010).

Néanmoins, la baisse du pH n’explique pas toujours seule la solubilisation du
potassium. Certaines €tudes ont montré 1’absence de corrélation entre I’acidification et la
libération du K (Zarjani et al., 2013 ; Rosa-Magri et al., 2012). D’autres mécanismes, tels que
la production de polysaccharides capsulaires jouant un role clé dans la dissolution minérale
(He et Sheng, 2006 ; Meena et al., 2013), ou la capacité de chélation directe des acides
organiques, pourraient intervenir. Par exemple, I’ajout d’EDTA (0,005 M) au milieu a montré
un effet solubilisant comparable a celui de I’inoculation par Penicillium bilaii (Kucey, 1988 ;
Sheng et He, 2006 ; Liu et al., 2006). Ces résultats suggerent que la solubilisation du

potassium est un processus multifactoriel, nécessitant encore des recherches approfondies.

2.5 Solubilisation du silicate

Le silicium (Si) n’est pas encore classé parmi les éléments essentiels a la croissance des
plantes. Toutefois, de nombreuses études ont montré qu’il s’agit d’un élément bénéfique,
capable de stimuler le développement de diverses especes végetales : blé (Collin et al., 2014),
riz (Feng et al., 2010), mais (Ma & Takahashi, 2002), bambou (Epstein, 1994), pois pigeon
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Cajanus cajan (Owino-Gerroh et al., 2005), Sesbania rostrata (Kurdali et al., 2019), luzerne
Medicago sativa (Johnson et al., 2017 ; Wang & Han, 2007), niébé Vigna unguiculata
(Dakora & Nelwamondo, 2003 ; Mali et al., 2008), soja Glycine max (Hamayun et al., 2010 ;
Lee et al., 2010), haricot commun Phaseolus vulgaris (Murillo-Amador et al., 2007 ;
Zuccarini, 2008), feve Vicia faba (Hellal et al., 2012 ; Kardoni et al., 2013 ; Shahzad et al.,
2013), et pois chiche Cicer arietinum (Fawaz & Mohammad, 2013 ; Garg & Bhandari, 2016).

Dans ce travail, les isolats bactériens ont été testés pour leur capacité a solubiliser le
silicate (SiO2) sur milieu Aleksandrov modifié, supplémenté avec différentes concentrations
de NaCl (0, 300, 600 et 900 mM). Les resultats ont montré que 20 % (4/20) des isolats
solubilisaient le silicate a 0 mM NaCl, et 10 % (2/20) a 300 mM NaCl (Annexe). Les indices
de solubilisation (IS) variaient de 0,3 a 0,8 aprés une semaine d’incubation a 28 °C. Aucun

1solat n’a toutefois montré d’activité en bouillon Aleksandrov modifié.

Bien que le silicium soit le deuxiéme éléement le plus abondant sur Terre, sa faible
solubilité limite fortement son absorption par les plantes. Quelques genres bactériens, tels que
Burkholderia, Bacillus, Pseudomonas, Rhizobium et Enterobacter, possedent la capacité de
libérer le Si a partir de silicates naturels (Vasanthi et al., 2018). Outre la solubilisation du
silicium, ces bactéries peuvent simultanément libérer du phosphate, du potassium, du calcium

et du fer contenus dans les minéraux silicatés (Etesami & Jeong, 2022 ; Raturi et al., 2021).

L’amélioration de la mobilisation du Si dans la rhizosphére repose a la fois sur
I’interaction avec divers cations réactifs (Ca, Na, Al, Zn, Fe) et sur la présence de
transporteurs spécifiques de Si dans les plantes, permettant une meilleure absorption et

contribuant & la tolérance au stress abiotique.

Les mécanismes proposés incluent :

— la production d’acides organiques et inorganiques (oxalique, citrique,
gluconique, etc.) qui abaissent le pH et dissolvent les silicates ;

— la production de polysaccharides extracellulaires favorisant la chélation ;

— Dlaction des groupes fonctionnels bactériens (carboxylates, phosphates de
lipopolysaccharides, peptidoglycanes, acides teichuroniques et teichoiques) qui
rendent la surface cellulaire réactive et facilitent 1’adsorption aux minéraux

insolubles ;
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— la réduction bactérienne du soufre par les bactéries sulfato-réductrices,
produisant du H>S qui interagit avec les cations du réseau cristallin (Etesami &

Jeong, 2022 ; Kang et al., 2017).

De nombreuses études ont montré les effets bénéfiques des bactéries solubilisant le

silicate (BSi) sur :

— la germination des graines,

— la croissance et le rendement des cultures,

— 1’augmentation de ’absorption de K et Si,

— ainsi que la réduction de I’accumulation de métaux lourds (Anjanadevi et al.,
2016 ; Awasthi et al., 2011 ; Lynn et al., 2013 ; Meena et al., 2014, 2015a ;
Subhashini & Kumar, 2014 ; Zhang et al., 2013 ; Zhang & Kong, 2014 ; Etesami
etal., 2017 ; Adhikari et al., 2020).

Historiquement, Aleksandrov (1985) fut le premier a proposer 1’application de BSi
combinées a des engrais organo-minéraux pour améliorer la croissance et le rendement du
mais et du blé (Meena et al., 2014). Depuis, plusieurs travaux ont montré que 1’inoculation
avec des souches telles que Bacillus edaphicus ou B. mucilaginosus entraine une
augmentation significative de 1’absorption de K, P et N, et améliore la croissance de cultures
comme le coton, le colza, la tomate et le riz (Lin et al., 2002 ; Sheng, 2005 ; Bakhshandeh et
al., 2017).

De plus, I’inoculation de BSi favorise 1’allongement des poils absorbants racinaires et
améliore la disponibilité des nutriments dans le sol (Singh et al., 2010 ; Sindhu et al., 2012 ;
Zeng et al., 2012). Des souches solubilisant le silicate ont été isolées de la rhizosphére de
nombreuses plantes (blé, riz, mais, soja, tomate, aubergine, pomme de terre, thé, coton,
arachide, sésame, banane, etc.) dans différents types de sols, notamment ceux riches en

minéraux silicatés comme au mont Tianmu (Chine) (Hu et al., 2006).

Dans I’ensemble, les bactéries solubilisant le silicate apparaissent comme une solution
durable de biofertilisation, améliorant non seulement la nutrition en K, P et Si, mais aussi la

productivité et la tolérance au stress abiotique des cultures.
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3 Effet d’une souche PGPB sur la germination, la
croissance des plantules de blé (Triticum aestivum) et la
restauration de phosphate sous stress salin induit

3.1 ldentification moléculaire

L’isolat N76 a été sélectionné pour évaluer I’effet de la salinité sur la germination et la
croissance des plantules de blé. L’analyse de la séquence partielle de I’ADNr 16S de la
souche N76 a été réalisée par alignement multiple a I’aide de I’algorithme heuristique
BLAST, en comparaison avec les séquences disponibles dans la base de données GenBank.
Les résultats ont révélé une identité de 98 % et une couverture de 93 % avec la souche
Pseudomonas azotoformans (Seq323 Culture2 NC120620), confirmant ’appartenance de
N76 a ce taxon (numéro d’enregistrement GenBank : ON810356).

3.2 Effet de Pseudomonas azotoformans sur la germination des
graines de blé

L’effet de la souche N76 sur la germination des graines de blé a été étudié sous
différentes conditions de salinité (0, 50, 100, 150, 200, 250 et 300 mM de NaCl).

Les résultats montrent que [’augmentation de la concentration en NaCl réduit
significativement les taux de germination, tant chez les graines inoculées que chez les témoins
non inoculés. Cependant, 1’inoculation avec P. azotoformans a permis d’atténuer cet effet
négatif, en améliorant de maniére significative (p < 0,005) le pourcentage de germination,
notamment a 100 mM de NaCl.

A 0 mM, le taux de germination est passé de 78,33 % (témoin) & 96,11 % (inoculg).

Sous conditions salines, I’amélioration est également marquée :

— 50 mM NaCl : 62,66 % — 81,66 %

— 100 mM NacCl : 45,33 % — 68,88 %
— 150 mM NacCl : 43,88 % — 55,55 %
— 200 mM NacCl : 37,66 % — 44,66 %
— 250 mM NacCl : 24,88 % — 34,66 %
— 300 mM NacCl : 10,00 % — 29,33 %
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Ces résultats (Fig. 13) mettent en évidence la capacité de la souche P. azotoformans a
stimuler la germination des graines de blé, méme sous stress salin élevé, ce qui suggere son
potentiel comme inoculant biostimulant pour améliorer la tolérance des cultures aux

conditions de salinité.
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Figure 13. Effet de P. azotoformans sur la germination des graines de blé sous différentes
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N.S. : aucune différence significative ; * : différence significative (p < 0,05) ; ** : différence

significative (p < 0,005).

La salinité exerce un impact négatif sur la germination des graines et la croissance des
plantes en perturbant divers processus métaboliques, depuis la germination jusqu’a la
maturité. Les stades précoces, tels que la germination et 1’établissement des plantules, sont
particulierement sensibles au stress salin. Ainsi, 1’atténuation de ses effets a ces étapes
critiques augmente significativement les chances d’obtenir une culture réussie en conditions

salines (Daliakopoulos et al., 2016).

Dans notre étude, I’inoculation des graines de blé avec la souche P. azotoformans N76 a
conduit a une augmentation significative du taux de germination par rapport aux témoins,
aussi bien en absence de stress qu’en présence de différentes concentrations de NaCl. Ces
résultats confirment 1I’importance de sélectionner des PGPB capables de tolérer et de survivre
dans des environnements salins, afin de garantir leur efficacité comme inoculants. De
nombreuses recherches antérieures corroborent ces observations, rapportant que I’inoculation
avec des PGPB accroit les taux de germination, améliore la tolérance des plantes et stimule

leur croissance sous stress salin (Tiwari et al., 2016 ; Nadeem et al., 2013).
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3.3 Effet de P. azotoformans sur la croissance des semis de blé

Les résultats obtenus indiquent que la croissance des semis de blé est fortement affectée
par 1’augmentation des concentrations en NaCl (0, 100, 200 et 300 mM). Toutefois,
I’amorcage des graines avec la souche N76 de P. azotoformans a permis d’atténuer 1’effet
délétere du stress salin et d’améliorer I’ensemble des paramétres de croissance mesurés (poids

frais, poids sec, longueur des pousses et des racines).

En condition non saline (0 mM NaCl), I’inoculation bactérienne a entrainé une
augmentation de 99,68 % du poids frais des plants par rapport aux témoins. Sous stress salin,
les gains demeurent significatifs, avec une amélioration du poids frais de 92,95 % a 100 mM,
96,30 % a 200 mM et 70,10 % a 300 mM de NaCl (Fig. 14).

Ces résultats s’inscrivent dans la lignée de plusieurs travaux ayant montré que les PGPB
halotolérants atténuent les effets néfastes de la salinité et favorisent la croissance du blé,
notamment en améliorant la longueur des pousses ainsi que les poids frais et secs des plantes
(Vessey et al., 2003 ; Singh et al., 2016). Par exemple, Bhise et al. (2017) ont rapporté
qu’apres 15 jours de croissance a 100 mM de NacCl, le poids frais des plants de blé inoculés
avec un PGPB halotolérant atteignait 2,92 + 0,02 g, une valeur supérieure a celle observée

dans notre étude.
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Figure 14. Effet de P. azotoformans sur le poids frais des plantules de blé sous différentes
concentrations de NacCl
N.S. : aucune différence significative ; * : différence significative (p < 0,05) ; ** : différence

significative (p < 0,0001).

D’aprés nos résultats, 1’inoculation avec la souche P. azotoformans N76 a permis

d’augmenter le poids sec des plants de bl¢ en conditions de 0, 100 et 200 mM de NaCl, avec
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des gains respectifs de 116,41 %, 100,55 % et 125,61 % par rapport aux témoins. En
revanche, a 300 mM de NaCl, aucun effet positif significatif n’a été observé sur le poids sec

des plantules (Fig. 15).

Ces résultats concordent avec ceux rapportés par Bhise et al. (2017), qui ont également
mis en évidence ’effet favorable de PGPB halotolérants sur 1’accumulation de biomasse
seche du blé sous stress salin. De méme, Bharti et al. (2016) ont montré une augmentation
significative du poids sec du blé apres inoculation avec une souche halotolérante, aussi bien
en conditions non salines que salines, comparé aux plants non inoculés. Dans la méme lignée,
Emami et al. (2020) ont rapporté que I’inoculation de cultivars de blé avec des bactéries
solubilisant le phosphate améliorait significativement les parameétres de croissance. Aprés 120
jours de culture, le poids sec des plants inoculés atteignait 10 g, contre des valeurs inférieures

chez les témoins non inoculés.
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Figure 15. Effet de P. azotoformans sur le poids sec des semis de blé sous différentes
concentrations de NacCl
N.S. : aucune différence significative ; ** : différence significative (p < 0,005).

Nos résultats ont clairement montré que la longueur des pousses des plantules non
inoculées diminuait avec 1’augmentation des concentrations de NaCl. En revanche,
I’inoculation avec la souche P. azotoformans a significativement stimulé la croissance des
pousses, aussi bien en conditions de stress salin qu’en absence de sel, par rapport aux témoins
non inoculés. Plus précisément, la longueur des pousses a augmenté respectivement de 47,82
%, 97,74 %, 85,43 % et 93,6 % aux concentrations de 0, 100, 200 et 300 mM de NaCl (Fig.
15).
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Ces valeurs sont nettement supeérieures a celles rapportées par Bharti et al. (2016), qui
ont observé une longueur moyenne de pousse de blé de 11,46 + 0,37 cm apres inoculation
bactérienne a 100 mM de NaCl. De méme, Pande et al. (2017) ont montré que 1’inoculation de
graines de mais avec des bactéries solubilisant le phosphore favorisait une croissance
significativement supérieure a celle du témoin non inoculé, un effet attribué a la production
d’acides organiques (gluconique, formique et citrique) par ces souches. Par ailleurs, lyer et al.
(2017) ont rapporté une amélioration de la longueur et du poids des pousses lorsque les
graines de pois chiches étaient inoculées avec des bactéries solubilisatrices de phosphate
(PSB).
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Figure 16. Effet de P. azotoformans sur la longueur des pousses des plantules de blé sous
différentes concentrations de NaCl

** . différence significative (p < 0,005) ; ***: différence significative (p < 0,001).

Les résultats de notre enquéte ont montré que sous différentes concentrations de NaCl,
la souche de P. azotoformans a un effet positif sur la longueur des racines des plantules de blé
par rapport au témoin. Ainsi, la longueur de la racine a été améliorée de 120,70 %, 53,2 %,
34,69 % et 39,42 % a 0, 100, 200 et 300 mM, respectivement (Fig .17). D’aprés ces résultats,
I’augmentation de la croissance racinaire pourrait étre due a une absorption accrue de
phosphore dans les graines de blé inoculées avec la souche de P. azotoformans. Ces résultats
sont similaires & ceux obtenus par Ramadoss et al . (2013) ou I’inoculation du blé avec des
souches bactériennes halotolérantes a amélioré la croissance du blé sous stress salin (80 mM,
160 mM et 320 mM) et la longueur des racines a augmenté de 90 % par rapport aux témoins
non inoculés a 320 mM de NaCl. Upadhyay et Singh (2015) ont également montré que
I’inoculation du blé avec du PGPB augmentait la longueur des racines a 200 mM. De méme,

plusieurs études ont fait état d’une augmentation de 1’absorption de phosphate dans les plantes
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inoculées a la suite de la solubilisation du phosphore par le PGPB (Nico et al.,2012 ; Emami
et al., 2020 ; Banaei-Asl et al., 2015).
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Figure 17. Effet de P. azotoformans sur la longueur des racines des plantules de blé sous différentes concentrations de
NaCl

N.S. : aucune différence significative ;*** : différence significative (p < 0,001).

3.4 Estimation quantitative du phosphate soluble dans le sol

Les souches de Pseudomonas jouent un rdle essentiel en tant que PGPB sous stress
salin, notamment grace a I’expression de divers traits bénéfiques (Nadeem et al., 2013 ;
Srinivasan et al., 2012). Dans notre étude, I’inoculation des graines de blé avec P.
azotoformans a amélioré 1’ensemble des parameétres de croissance des plantules. Cette
amélioration pourrait étre attribuée a la capacité de la souche a solubiliser le phosphore

présent dans le sol.

La teneur en phosphate soluble a été mesurée dans les sols ou poussaient les semis de
blé, afin d’évaluer I’effet de P. azotoformans sur la solubilisation du phosphore en conditions
de salinité croissante (0, 100, 200 et 300 mM de NaCl). Avant le semis, la concentration en
phosphate soluble dans le sol était de 18,51 + 0,25 ppm. Aprés 15 jours de culture, les semis
non inoculés ont entrainé une diminution significative du phosphate soluble dans les sols
arrosés avec 0 et 100 mM de NaCl. Cette baisse peut étre expliquée par I’absorption du
phosphore par les plantules, utilisé dans leur métabolisme au cours de la croissance. En
revanche, dans les sols arrosés avec 200 et 300 mM de NaCl, la diminution a été plus faible,
avec des valeurs respectives de 17,82 + 0,56 et 17,52 + 0,62 ppm (Tableau VII). Ces résultats

suggerent que le stress salin limite 1’absorption du phosphate par les semis de blé.

Tableau 7. Disponibilité du phosphore (ppm) dans les sols témoins et les sols contenant des graines inoculées avec P.

azotoformans
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[NaCl] (mM) 0mMm 100 mM 200 MM 300 mM
Sol témoin | 10,56 + 0,33 | 12,6 +0,28 | 17,82 £0,56 | 17,52 % 0,62
Sol inoculé (N76) | 23,3+0,74 | 49,42 +0,36 | 19,56 + 0,45 | 19,5+ 0,51

Résultats et Discussion

Les sols ou poussaient les semis inoculés avec P. azotoformans présentaient une teneur

en phosphate soluble nettement plus élevée que les témoins. La concentration maximale,

49,42 + 0,36 ppm, a été enregistrée dans un sol soumis a 100 mM de NaCl. Dans les sols

arrosés avec 200 et 300 mM, la teneur en phosphate a également été légérement augmentée

par rapport aux témoins (Tableau VI1).

Ces observations confirment les résultats de Srinivasan et al. (2012), qui ont montré que

la libération de phosphate par les micro-organismes solubilisateurs diminue a mesure que la

concentration en NaCl s’¢léve. La solubilisation microbienne du phosphore insoluble

améliore sa disponibilité pour les racines, jouant ainsi un réle déterminant dans le maintien de

la nutrition phosphatée des plantes en conditions salines et non salines. La souche P.

azotoformans pourrait également étre valorisée dans le développement d’« engrais intelligents

», comme le suggerent Raimondi et al. (2021).
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Les PGPB produisent divers métabolites d’un grand intérét agronomique, ce qui leur
confére une place croissante dans 1’agriculture moderne. Dans le cadre de ce travail, nous
avons montré que la répartition des bactéries telluriques productrices de ces métabolites (AlA,
enzymes lytiques, substances antifongiques, etc.) ainsi que leurs interactions avec
I’environnement sont influencées par la salinité. De ce point de vue, cette partie apporte des
informations précieuses pour une meilleure compréhension de la distribution des traits PGP
dans le sol. Néanmoins, des études complémentaires, notamment sur I’effet de la salinité sur
la production quantitative et qualitative de ces métabolites, sont nécessaires afin
d’approfondir la compréhension de 1’impact du stress salin sur le comportement des bactéries

du sol et de mieux valoriser les résultats obtenus.

Les bactéries productrices d’enzymes lytiques présentent un intérét particulier en
agriculture, car elles participent a la dégradation de la matiére organique et a I’enrichissement
des sols en éléments nutritifs indispensables au développement des plantes. Par ailleurs, elles
trouvent également des applications potentielles dans divers secteurs industriels, tels que

I’agroalimentaire, la pharmacie ou la cosmétique.

Nos résultats ont révélé que 1’augmentation de la conductivité électrique des
¢chantillons de sol entrainait une diminution de la production de métabolites d’intérét
agronomique (AIA, enzymes lytiques, etc.). Ainsi, la salinité affecte directement les
performances des PGPB dans le sol. Les activités de production d’enzymes hydrolytiques, de
synthése d’AIA, de fixation biologique de I’azote ainsi que de solubilisation du phosphate, du
potassium et du silicium sont davantage exprimées chez des bactéries isolées de sols non
affectés par la salinité. En outre, une humidité élevée du sol favorise la production de
substances antifongiques, sans pour autant influencer la synthése des autres métabolites. De
plus, les sols caractérisés par de faibles teneurs en matiere organique hébergent une
proportion plus importante de bactéries fixatrices d’azote, solubilisatrices du phosphate, du
potassium et du silicium, ainsi que productrices d’enzymes hydrolytiques et d’AIA. Ces
résultats mettent en évidence 1’existence de relations complexes entre les parametres physico-

chimiques du sol et le profil métabolique des PGPB qui s’y développent.

Certaines pratiques agricoles intensives ont permis d’améliorer les rendements a
I’échelle mondiale. Cependant, I’irrigation excessive ainsi que 1’usage massif d’engrais
chimiques, de fongicides, de pesticides et d’herbicides synthétiques ont contribué de maniére

significative a la salinisation des sols, a la pollution des agroécosystemes et a 1’altération de la
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qualité nutritionnelle des denrées agricoles. C’est dans ce contexte que la deuxiéme partie de
notre travail a consisté a isoler et sélectionner, in vitro, une souche bactérienne tellurique
présentant un potentiel comme biofertilisant et comme restauratrice de la croissance végétale

en conditions de stress salin.

La salinité réduit fortement la croissance, la biomasse et la productivité des plantes.
Dans ce cadre, nous avons identifieé et sélectionné la souche P. azotoformans N76, une
bactérie halotolérante possédant un arsenal de métabolites d’intérét agronomique. Cette
souche s’est révélée capable de fixer I’azote atmosphérique, de solubiliser le phosphate
inorganique, de minéraliser le phosphate organique, de produire une large gamme d’enzymes
hydrolytiques et de synthétiser des quantités significatives d’AIA, y compris en conditions de
stress salin. Elle a également montré une capacité a améliorer la germination des graines et la
croissance des plantules de blé (Triticum aestivum) soumises a une salinité induite. Ces
résultats désignent P. azotoformans N76 comme un biofertilisant prometteur pour la culture
du blé dans des sols affectés par la salinité. Toutefois, des essais complémentaires, menés in
vivo et en conditions de champ, sont indispensables pour évaluer son effet a des stades
prolongés du développement végétal, son impact sur le rendement final, ainsi que ses effets a
long terme sur les propriétés du sol et sur les interactions blé-PGPB qui sous-tendent

[’amélioration de la croissance.

En conclusion, ce travail constitue une contribution originale a la compréhension du
comportement des PGPB en conditions de stress salin, a 1’analyse de la distribution des traits
PGP dans les bactéries telluriques et a la mise en place de stratégies de formulation d’engrais
biologiques. Il ouvre la voie a la sélection et & la valorisation de bactéries bénéfiques en
agriculture durable. Toutefois, des recherches supplémentaires sont indispensables pour
approfondir cette thématique, et les résultats obtenus ici fourniront une base solide pour

orienter les futures investigations.
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Annexe I. Composition des milieux de culture utilisés

(par litre d’eau distillée)

Gélose nutritive (GN)

Composant Quantité (g)
Peptone 5,0
Extrait de viande 1,0
Extrait de levure 2,0
NaCl 5,0
Agar 7,5
pH 7,2+0,2

Luria—Bertani (LB)

Composant Quantité (g)

Tryptone 10,0
Extrait de levure 5,0
NaCl 50

pH 72+02
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Annexe II. Production d’acide indole-acétique (AlA) par les isolats bactériens

Isolat JAIA (ug/mL) [Isolat AIA (ug/mL)

N4 20,52 NG5 44,57

N8 47,40 N75 61,72

N11 14,65 N76 126,01

N20 21,47 N78 49,25

N27 13,28 N79 70,25

N33 7,37 N81 45,20

N37 9,73 N94 62,20

N43 8,18 N128 74,57

N48 85,86
N53 35,70
N58 69,14

NG63 3,23
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Annexe Il : Résultats des différents tests qualitatifs réaliser pour les 20 isolats bactériens

Isolat | [NaCIJmM | Cellulase | Chitinase | Amylase | Protéase | Estérase | Lipase | Uréase | FixationN2
0 (+++) () () (+++) () (1) | () (+++)
N4 300 (+++) ) () (++) () [ () (++)
600 (++) () () (++) () (++) ) (+)
900 (++) () () @) () () ) (+)
0 O] (++) (+++) (+++) O] (+++) (++) (+++)
N8 300 @) ) (+++) | (1) ) ) | & (++)
600 () ) (+++) | (1) () ) | & ()
900 @) ) &) (++) (@) (€) &) &)
0 (+++) (++) () () () | () | () (+++)
PO I G T I T O I O T I I N N O T )
600 (+++) @) @) @) ) [ () &)
900 (+++) (@) @) @) () (++) ) ()
0 @) @) (+++) @) (++) ) (++) (+++)
N20 300 () () (+++) () ) ) ) ()
600 @) @) (++) @) ¢) ) ) @)
900 @) @) (+ @) ¢) ) ) @)
0 ) () () (+++) () [ () (+++)
N7 | 300 O [ O[T O [0 v 601 9
600 ) () () (++) ) ) ) )
900 @) @) @) (++) ¢) () ) ()
0 () (++) () () (+++) | () ) ()
N33 | 300 QO [ ® 160160 [60] 0 ()
600 @) @) @) @) ) ) @) @)
900 () () @) @) () ) ) ()
N37 0 (+++) ) ) (+++) (+++) (+++) | (++1) (+++)
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Annexe V : Résultats de test de minéralisation de phosphate réalisé sur les isolats bactériens.

2 jours 5 jours 10 jours
Isolat [Tnahcﬂl] IS | Psoluble pg/mL | IS | P soluble pg/mL IS P soluble pg/mL
0 3,75 0 4,03 0,011 4,85 0,012
N4 300 3,54 0 3,72 0,004 4,1 0,004
600 3,38 0 3,56 0 3,7 0
900 3,2 0 3,1 0 3,28 0
0 4 0 4,95 0,009 5,2 0,011
N1 300 3,85 0 4,37 0,003 4,75 0,004
600 3,73 0 4 0,002 4,3 0,001
900 3,45 0 3,45 0 3,82 0
0 2,9 0 3,62 0 4 0
N27 300 2,76 0 31 0 3,15 0
600 2,73 0 3,05 0 3,28 0
900
0 3,65 0 4 0,018 4,7 0,020
N53 300 3,3 0 3,53 0,010 4 0,010
600 2,75 0 3,15 0 4,1 0,001
900 2,55 0 2,8 0 3,25 0
0 1,35 0 2,2 0 2,45 0
300
N58 500
900
0 3,2 0,015 3,55 0,016 3,8 0,016
NG5 300 2,56 0,003 2,6 0,002 2,45 0,003
600 2,1 0 2,33 0 2 0

900
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0 3,62 0 4,33 0,027 5,28 0,168
N76 300 3,28 0 5,28 0,014 6,5 0,097
600 3,57 0 3,9 0,002 5 0,012
900 3,25 0 4,25 0 4,85 0,004
0 2,3 0 2,78 0 3 0
300 1,65 0 2 0 2,1 0
N128 600

900
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Annexe VI : Résultats du test de solubilisation du potassium réalisés sur les isolats
bactériens

(apres 7 jours d’incubation)

Isolat | [NaCl] (mM) | IS | Ksoluble (pg/mL)
N8 0 1,30 25,034
300 0,75 9,267
N53 0 1,05 —
300 — —
N78 0 0,80 —
300 — —




Annexe VIl : Résultats du test de solubilisation

bactériens

(apres 7 jours d’incubation)

Annexes

du silicate réalisés sur les isolats

Isolat | [NaCl] (mM) | IS
N8 0 0,80
300 0,41
N11 0 0,43
300 —
N65 0 0,65
300 —
N94 0 0,58
300 0,30
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Résume : La salinité entraine des pertes agricoles importantes dans de nombreuses
régions du monde. Les bactéries favorisant la croissance des plantes (PGPB) sont une solution
prometteuse pour améliorer la croissance et la productivité des plantes dans de telles
conditions de stress par différents mécanismes, principalement la fixation d’azote
atmosphérique, la solubilisation du phosphore, du potassium et du silicium. Dans ce travail,
260 isolats bactériens sont obtenus a partir de 26 échantillons de sol prélevés dans différentes
régions en Algérie. L’halotolérance des ces isolats a été étudier et 20 isolats ont été
sélectionnés. La capacité des isolats halotolérants a produire des enzymes d’intérét agricole, a
produire de I’AIA, a fixer d’azote, a solubiliser le phosphore, le potassium et le silicium a 0;
300; 600 et 900 mM NaCl ont été déterminés. Enfin, I’effet d’un isolat halotolérant, sur la
germination des graines de blé (Triticum aestivum) et la croissance de ses plantules est
déterminé. Dans ce travail , le stress salin affecte négativement les taux de la solubilisation de
phosphore, le potassium et le silicium mais il n’affecte pas la fixation d’azote. La souche
Pseudomonas azotoformans a montré sa plus grande capacité de solubilisation du phosphore
(255,152 + 0,01 ug/mL), et de minéralisation de phytates (0,168 + 0,002 U/mL), La quantité
la plus élevée de potassium est de (25,034 + 0,02 pg/mL). Le taux de phosphate soluble dans
le sol était de 49,42 + 0,36 ppm obtenue a 100 mM de NaCl. Le pourcentage de germination
des graines, la longueur des pousses et des racines et les poids frais et secs se sont avérés plus
élevés dans les plantules inoculées bactériennes que dans les semis non inoculés. L’utilisation
de bactéries favorisant la croissance des plantes représente une approche biotechnologique
importante pour rétablir les niveaux de phosphore dans les sols salins et pour favoriser la
croissance des plantes dans les terres agricoles affectées par le sel.

Mots-clés : biofertilisation; PGPB; phosphore; stress salin; Triticum aestivum; Algérie

Abstract: Salinity causes significant agricultural losses in many regions of the world.
Plant growth-promoting bacteria (PGPB) are a promising solution for improving plant growth
and productivity under such stressful conditions through various mechanisms, mainly
atmospheric nitrogen fixation and the solubilisation of phosphorus, potassium and silicon. In
this study, 260 bacterial isolates were obtained from 26 soil samples collected in different
regions of Algeria. The halotolerance of these isolates was studied and 20 isolates were
selected. The ability of the halotolerant isolates to produce enzymes of agricultural interest, to
produce AlA, to fix nitrogen, and to solubilise phosphorus, potassium and silicon at 0, 300,
600 and 900 mM NaCl was determined. Finally, the effect of a halotolerant isolate on the

germination of wheat seeds (Triticum aestivum) and the growth of its seedlings was
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determined. In this study, salt stress negatively affected the solubilisation rates of phosphorus,
potassium and silicon, but did not affect nitrogen fixation. The Pseudomonas azotoformans
strain showed the greatest capacity for phosphorus solubilisation (255.152 = 0.01 ug/mL) and
phytate mineralisation (0.168 + 0.002 U/mL). The highest amount of potassium was (25.034
+ 0.02 pg/mL). The rate of soluble phosphate in the soil was 49.42 + 0.36 ppm obtained
obtained at 100 mM NaCl. Seed germination percentage, shoot and root length, and fresh and
dry weights were higher in bacterial inoculated seedlings than in non-inoculated seedlings.
The use of plant growth-promoting bacteria represents an important biotechnological
approach to restoring phosphorus levels in saline soils and promoting plant growth in salt-

affected agricultural land.
Key words: biofertilisation; PGPB; phosphorus; salt stress; Triticum aestivum; Algeria
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Abstract: Salinity causes significant agricultural losses in many areas in the world. Plant growth
promoting bacteria (PGPB) are a promising solution to enhance plant growth and productivity
under such stress conditions by different mechanisms, mainly phosphorous solubilization. This
study aims to improve wheat seedling growth under salt stress by a halotolerant phosphorous-
solubilizing bacterial strain. Soil sample was collected in the south of Algeria (Ghardaia), and
bacterial isolation was carried out on nutrient agar (NA) at different NaCl concentrations (300; 600
and 900 mM). The ability of the halotolerant isolates to solubilize inorganic phosphorous at 0; 300;
600 and 900 mM NaCl was determined. The isolate that showed the highest solubilization indexes
was selected and identified as Pseudomonas azotoformans. Sterile wheat (Triticum aestivum) seeds were
inoculated by this strain and then sown in soil at different NaCl concentrations (0; 100; 200; 300 mM).
Different growth parameters were measured after 15 days. The strain showed its highest capacity for
phosphorous solubilization (255.152 £ 0.01 ug/mL) at 300 mM NaCl, and for phytate mineralization
(0.168 £ 0.002 U/mL) at 100 mM NaCl. The highest amount of soluble phosphorous in the soil was
49.42 + 0.36 ppm obtained at 100 mM NaCl. Seed germination percentage, shoot and root length
and fresh and dry weights were found to be higher in bacterial inoculated seedlings compared to
uninoculated ones. According to this study, the use of plant growth promoting bacteria represents an
important biotechnological approach to restore phosphorous levels in saline soils and to promote
plant growth in salt-affected agricultural land.

Keywords: biofertilization; PGPB; phosphorous; salt stress; Triticum aestivum; Algeria

1. Introduction

With the demand for food supply, especially wheat production in developing coun-
tries, an increase in cereal production is required to meet the nutritional needs of these
countries [1]. Chemical fertilizers are used to increase crop growth and yield but the
increased use of chemical pesticides, herbicides and excessive irrigation has led to accu-
mulation of toxic substances in soil and salinization of agricultural land [1]. More than
6% of the land surface is affected by salinity, which corresponds to 20% of irrigated land
located particularly in arid and semi-arid areas. In Algeria, about 10-15% of irrigated
land is affected, occupying 3.2 million hectares of the total area, located in the north of the
country [2].

Salinity highly limits plant growth and development. It affects hormone production,
transpiration, photosynthesis, nutrient translocation and increases ethylene levels in roots
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and other metabolic processes [3,4]. Several strategies have been developed to improve
plant tolerance to this abiotic stress such as selection of varieties known for their high
salt tolerance, production of genetically modified crops and the exogenous application of
compatible solutes known for their osmo-protective properties, but these approaches are
expensive and not sustainable [5]. Alleviation of salt stress devastating effects on plants
using halotolerant plant growth promoting bacteria (PGPB) is an appropriate solution for
sustainable, less costly and healthy agriculture [6].

PGPB provide beneficial effects on soil quality and plant growth through several
mechanisms such as phytohormone production [7], pest control [8], degradation of organic
pollutants [9], increasing plant nutrient availability through atmospheric nitrogen fixa-
tion [10], solubilizing and mineralizing phosphorous for plant growth [11] and improving
tolerance to abiotic stresses (drought and salinity) [12]. The use of PGPB in agriculture
promotes plant growth and protects plants from the adverse effects of salt stress [6]. Several
studies have reported that inoculation of wheat with PGPB strains such as Azotobacter sp.,
Azospirillum sp. and Pseudomonas sp. were shown to increase plant tolerance to salt stress
and promoted plant growth under these conditions [2,13,14].

Phosphorous (P) is an essential limiting macronutrient for plant growth and develop-
ment [15]. This element is implicated in several physiological processes such as enzyme
activation, protein synthesis, photosynthesis, disease development and insect resistance
and osmoregulation [16]. Phosphorous is mainly immobilized in the soil by chemical
precipitation where it becomes less soluble and therefore unavailable to plant roots [17].
Several studies have demonstrated the ability of PGPB to solubilize inorganic phosphorous
and/or mineralize organic phosphorous into accessible forms to plants [18,19] through the
secretion of low molecular weight organic acids, such as gluconic acid and citric acid [20];
these organic acids consequently lower the pH and chelate the cations attached to insoluble
phosphorous and convert them into soluble forms (H,PO4 ™) [21], and by the release of ex-
tracellular enzymes: phosphatase and phytases catalyzing the hydrolysis of the phosphoric
esters [22].

Soluble salts reduce soil fertility and affect plant growth and development. In this
context, our study aims to isolate and characterize a halotolerant bacterial strain capable of
solubilizing insoluble forms of phosphorous at different NaCl concentrations and being
useful for improving wheat seedling growth under saline conditions.

2. Material and Methods
2.1. Soil Sampling and Bacterial Isolation

A soil sample was collected from an agricultural field in southern Algeria (Ghardaia,
32°15'21.9” N 3°38/01.6” E) using a sterile metallic corer from 10 to 30 cm depth. Physico-
chemical soil properties such as ph, electrical conductivity, gravimetric moisture content
and total organic matter were measured. The soil sample was sterilely homogenized and
1 g of the soil was added to 9 mL of phosphate-buffered saline (PBS), containing per 1 L of
distilled water: NaCl (8 g); KCl1 (0.2 g); KH,POy (0.24 g); NayHPOy (1.44 g), and mixed to
form the first dilution 10~!. Then, 1 mL of this solution was serially diluted from 10~ to
10~7. A total of 1 mL of each dilution was used to inoculate three Petri dishes containing
nutrient agar medium supplemented with different concentrations of NaCl (300, 600 and
900 mM). The inoculation was carried out in triplicate. After incubation at 30 £ 2 °C for
48 h, 10 colonies of different appearance were selected from the 3 different NaCl-containing
media and then purified on the appropriate culture medium for each isolate.

2.2. Halotolerance of the Selected Isolates

The halotolerance of selected bacterial isolates was determined using Glucose Minimal
Medium containing (per liter): glucose (5 g); NH4Cl (1 g); KH,PO4 (3 g); NapHPOy4 (2.4 g);
NaCl (0.5 g) and MgS0O,4.7H,0 (0.2 g); pH =7 £ 0.2. This medium was prepared at different
NaCl concentrations (0; 100; 200; 300; 400; 500; 600; 700; 800; 900; 1000; 1100; 1200; 1300;
1400; 1500 and 1600 mM). 20 uL of each bacterial fresh culture (ODg = 0.2) (SPECTRONIC
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20 D ChemLab Images and instruction, Hanovern, New Hampshire, USA) were used to
inoculate 2 mL of NaCl-containing GMM, and uninoculated medium was used as control.
The procedure was performed in triplicate. After 48 h incubation at 28 °C under shaking
(100 rpm/min), the bacterial growth was estimated by measuring the optical density with
spectrophotometer at 600 nm [23].

2.3. Inorganic Phosphorous Solubilization
2.3.1. On Solid Medium

Selected isolates were tested for their ability to solubilize inorganic phosphorous
[Casz (PO4),] on Pikovskaya’s [24] medium containing, per liter of distilled water, in g/L:
glucose (10 g); Caz (PO4)2 (5 g); (NH4)2504 (0.5 g); NaCl (0.2 g); MgSO4.7H,0 (0.1 g); KCl1
(0.2 g); yeast extract (0.5 g); MnSO4.H,O (0.002 g); FeSO4.7 Hy,O (0.002 g); and agar (15 g).
This medium was prepared at different NaCl concentrations (0, 300, 600 and 900 mM).
Three spots of 5 pL of each bacterial suspension were placed in a Petri dish containing
the PVK prepared medium, and three Petri dishes were used for each isolate. The ability
of an isolate to solubilize inorganic phosphorous was indicated by the appearance of
a clear halo around the colonies [25]. After incubation for 21 days at 28 °C, 3 isolates
were able to solubilize inorganic phosphorous at 0, 300, 600 and 900 mM NaCl. The
solubilization index (SI) was calculated for each isolate at the 2nd; 7th; 15th and 21st days
of incubation, according to the formula of Edi-Premono (1996) [SI] = diameter of (colony +
halo zone)/colony diameter] [26]. The isolate with the highest solubilization index was
selected for further tests.

2.3.2. Quantification of Solubilized Phosphorous in Liquid Medium

Quantitative estimation of inorganic phosphorous solubilization efficiency was per-
formed in Erlenmeyer flasks (250 mL) containing 50 mL of PVK broth prepared at different
NaCl concentrations: 0, 300, 600 and 900 mM. This medium was inoculated with the
selected isolate (200 pL of bacterial suspension with approximately 6 x 108 CFU mL™1!),
then incubated at 28 °C for 2, 7, 15 and 21 days under shaking (180 rpm/min). The exper-
iment was carried out in triplicate. Sterile uninoculated broth served as a control. After
each incubation period, the cultures were harvested by centrifugation (eppendorf 58 /OR
centrifuge) at 10,000 rpm/min for 20 min. The pH of supernatants was determined. Then,
the supernatants were used for soluble phosphorous estimation.

To measure the amount of released phosphorous in the culture medium, two solutions
were prepared separately:

Solution (1): chloromolybdic acid: 1.5 g of ammonium molybdate dissolved in 40 mL
H,O (45 °C) were added to 34.2 mL HCI (12N), and then we added H,O to this solution
until a final volume of 100 mL.

Solution (2): chlorostannous acid: 2.5 g of SnCl,.H,O were dissolved in 10 mL of HCl
(12N) and then completing with H,O to a final volume of 100 mL.

To estimate the concentration of soluble phosphorous in the medium, 1 mL of super-
natant was mixed with 4.5 mL of solution (1) and 25 pL of solution (2). After incubation at
room temperature (23 &£ 2 °C) for 15 min, the OD was measured at 600 nm. The experiment
was carried out in triplicate. The amount of soluble phosphorous was estimated according
to a standard curve prepared using different concentrations of KH,PO,: 50, 100, 150, 200,
250 and 300 pg.mL~! [27].

2.4. Determination of Phytase Production
2.4.1. On Solid Medium

The ability of our isolate to mineralize phytate through the production of phytase
was tested at different NaCl concentrations. A total of 5 uL of the bacterial suspension
was inoculated on the medium containing (per liter of distilled water): glucose (15 g);
sodium phytate (1 g); NH4NO; (2 g); KC1 (0.5 g); MgSO4.7H0O (0.5 g); MnSO4.H,O
(0.003 g); FeSO4.7H,0 (0.003 g) and agar (20 g). This medium was prepared at 0, 300,
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600 and 900 mM NaCl, and the pH was adjusted to 7.5. Sodium phytate was used as a
substrate for phytase to release phosphorous. After 48 h of incubation at 28 °C, clear halos
were observed around the colonies of our isolate at the different NaCl-containing media,
indicating therefore that the isolate is able to mineralize phytate by phytase production.
The solubilization index (SI) was measured and calculated according to the formula of
Edi-Premono (1996) [26] after 2, 5 and 10 days of incubation at 28 °C [27].

2.4.2. Quantitative Analysis of Phytase Production

Quantitative analysis of extracellular phytase production was performed by inocu-
lating 200 pL (6 x 108 CFU mL™!) of the selected isolate’s culture into Erlenmeyer flasks
(250 mL) containing 50 mL of a medium containing (per liter of distilled water): sodium
phytate (1 g); peptone (10 g); (NH4),SO4 (2 g); KC1 (0.5 g); MgSO4.7H,0 (0.5 g); MnSO4.H,O
(0.003 g); FeSO4.7 H,O (0.003 g). This medium was amended with different NaCl amounts
to get final concentrations of 0; 300; 600 and 900 mM at pH = 7.5. After incubation at
28 °C for 2; 7 and 10 days under agitation (200 rpm/min), the cultures were centrifuged
at 10,000x g for 10 min at 4 °C and the supernatant was used for extracellular phytase
estimation [28].

The phytase activity determines the amount of inorganic phosphorous released in the
medium, hence one unit [29]. To determine the rate of phosphorous released, two mixtures
were prepared:

Mixture (1): 0.2 mL of the previously obtained supernatant were mixed with 0.5 g of
sodium phytate dissolved in 100 mL sodium acetate buffer (0.2 M, pH = 5.5). After incubation
at 28 °C for 30 min, the reaction was stopped by adding 102 mL of 15% trichloroacetic acid.

Mixture (2): 100 mL of sulphuric acid (1 M) were mixed with 100 mL of ascorbic acid
(10%) and 4 mL of ammonium molybdate (3:1:0.1) at 2.5%.

For the phytase estimation, 100 pL of mixture (1) were mixed with 900 pL of mixture
(2) and incubated at 28 °C for 20 min, and then the absorbance of the final mixture was
measured at 700 nm [28].

2.5. Molecular Identification of the Selected Isolate

The selected strain was identified based on the 16S rDNA sequence. DNA ex-
traction was followed by amplification of this gene using the forward primer (356F)
5'ACWCCTACGGGWGGCWGC and the reverse primer (1064R) 5’ AYCTCACGRCACG
AGCTGAC.

Polymerase chain reaction (PCR) reactions were carried out in a final volume of 20 pL.
The reaction mixture consisted in 10 pL of MyTaq Red Mix 2x (Bioline, Paris, France), 1 unL
of each primer F and R (at 10 uM/each), 1 uL of DNA sample, and 7 uL of ultrapure water.
The mixture was placed in Tpersonal cycler (Whatman Biometra, Gottingen, Germany),
programmed as follows: initial denaturation at 95 °C for 5 min, then 35 cycles each one
consisting in three steps: denaturation at 95 °C for 10 s, annealing at 55 °C for 10 s,
elongation at 72 °C for 60 s, and then a final elongation at 72 °C for 7 min.

Aliquots of the PCR reactions were resolved on 0.7% agarose gels stained with ethid-
ium bromide. PCR products were purified by Zymoclean DNA kit (Zymo Research,
Irvine, CA, USA), following the manufacturers’ instructions. Purified PCR products were
sequenced in both directions at StabVida (Caparica, Portugal) using the primers previ-
ously cited.

The obtained sequences were compared with the sequences available from the National
Center for Biotechnology Information (NCBI: http:/ /www.ncbi.nlm.nih.gov) accessed on
12 November 2021, using the BLAST algorithm in order to identify our isolate.

2.6. Wheat Germination and Growth Improvement by the Selected Isolate under Salt Stress
2.6.1. Germination Improvement

Wheat seeds (Triticum aestivum) were rigorously chosen according to their morphology
and size, and then surface sterilized by soaking them in ethanol (70%) for 1 min and in
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sodium hypochlorite solution (12%) for 3 min. the sterilization was followed by 6 times
successive wash with sterile distilled water [30]. Sterile wheat seeds were soaked in washed
bacterial suspension (OD = 0.8) for 1 h at room temperature. Control seeds were soaked in
sterile distilled water [31].

Sterile filter paper discs with a diameter equal to that of the Petri dishes were placed
in Petri dishes (1 filter paper/box). The filter paper was soaked (2 mL/dish) with sterile
saline solutions (sterile distilled water + NaCl) at different NaCl concentrations (0, 50, 100,
150, 200, 250 and 300 mM). Afterwards, the bacterial inoculated seeds and the control seeds
were placed in the boxes at a rate of 15 seeds/box/NaCl treatment (the experiment was
performed in triplicate) which means 3 Petri dishes/NaCl treatment [32].

The experiment was carried out in the dark at an average temperature of 25 °C.
The number of germinated seeds was counted every 2 days until the 14th day (no more
germinating seeds). During this essay, there was no need to extra seed watering. At the
end of the experiment, the final percentage of germination was calculated.

2.6.2. Growth Promotion of Wheat Seedlings

The soil used in the experiment is a soil with a low mineral content. It was provided
by the Centre for Ecology, Evolution and Environmental Change (CE3C), Faculty of Science,
University of Lisbon. It was mixed with vermiculite (50/50: v/v) and autoclaved.

The germinated seeds (bacterial inoculated seeds and the control seeds) were sowed
in pots (7 cm x 12 cm) containing the soil-vermiculite mixture at a rate of 2 seeds/pot,
at a depth of about 1 cm. The pots were watered with 20 mL/pot every 3 days with
saline solutions (water with NaCl at concentration of 0, 100, 200 and 300 mM) according
to the NaCl treatments in the germination phase. The experiment was carried out with
6 replicates (pots) per treatment. The pots were placed in a growth chamber with a
light/dark photoperiod of 16/8 h, at temperature of 25/20 °C and a relative humidity (RH)
of 70%/50%. After 15 days, the shoot and root length as well as the shoot and root fresh
and dry weights of the samples in each treatment were determined. In addition to these
plant growth parameters, the amount of soluble phosphorous in the soil where the wheat
seedlings were growing was quantified according to [33]. This experiment was stopped at
the 15th day because after this period the control seedlings were completely damaged.

The ability of the isolate to release phosphorous into the soil was tested by measuring
the soluble phosphorous amounts in the soil before and after each treatment (bacterial and
NaCl treatments). These amounts were determined according to a standard curve prepared
using different concentrations of KH,PO4 (Sigma, Madison, Wisconsi, USA) [33].

2.7. Statistical Analysis

Statistical analyses were performed using GraphPad Prism 7. The wheat germination
results and the wheat seedling growth parameters data were analyzed by analysis of
variance, subject to a 95% confidence interval.

3. Results and Discussion
3.1. Selection of the Isolate N76

The performed physico—chemical analysis of the soil sample showed that it is charac-
terized by the following parameters: pH = 8.25, electrical conductivity (EC) = 3.8 ds/m,
gravimetric moisture content (0g) = 0.243 and total organic matter was = 1.2%

The soil sample was found to be alkaline (pH > 7), non-saline (EC < 4 ds/m) and rich
in organic matters.

From this soil sample, a total of 10 bacterial isolates were obtained on NA medium
at different NaCl concentrations (300, 600 and 900 mM). Among these isolates the isolate
N76 was selected on the basis of its high salt tolerance and its ability to solubilize inorganic
phosphorous at 0; 300; 600 and 900 mM NaCl, showing the highest solubilization index
comparing to the other isolates.
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3.2. Halotolerance of the Isolate N76

The halotolerance of N76 was studied on GMM medium prepared at (0, 100, 200,
300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000, 1100, 1200, 1300, 1400, 1500 and 1600 mM of NaCl).
The isolate N76 was found able to tolerate up to 1.4 M NaCl, with an optimum growth at
300 mM NaCl. The impact of salinity on the growth of the isolate N76 is shown in Figure 1.

N76 crossing
1.8 +
1.6 -
1.4 -
1.2

600nm
[EEY

0.8

mN76

DOI

0.6 -
0.4 -

0.2

0 0.10.20.30405060.70.809 1 111213141516
NaCl concentration (M)

Figure 1. Impact of NaCl concentration (0-1.6 M) on the growth of isolate N76.

3.3. Molecular Identification of the Selected Isolate

Comparison of the partial 165 rDNA sequence of the strain N76 with those de-
posited in the GenBank database was performed by multiple alignments using the BLAST
heuristic algorithms. The resulting sequence of the strain N76 (GenBank accession num-
berON810356) has shown 98% identity and 93% coverage with Pseudomonas azotoformans
strain Seq323_Culture2_NC120620.

Pseudomonas sp. strains play an important role in maintaining soil fertility [34]. Their
potential as plant growth promoting bacteria is well known and these microorganisms have
been reported for their applications as biofertilizers [35]. Several studies have highlighted
the ability of Pseudomonas strains to solubilize phosphorous such as P. fluorescens and
P. aeruginosa [27], P. palleroniana and P. jessenii [36], and P. azotoformans and P. proteolytica [37].

3.4. Phosphorous Solubilization on Solid and Liquid Medium

Phosphorous is one of the most important mineral nutrients for plant growth and
development. PGPB improve plant growth via enhancement of plant nutrient acquisition
through transformation and solubilization of insoluble phosphorous in the soil [38]. The
use of halotolerant phosphorous-solubilizing PGPB is a sustainable alternative strategy
to the use of chemical fertilizers for salt-affected soil fertilization with phosphorous and
agricultural production improvement [39].

In this study, our strain was able to solubilize tricalcium phosphorous on PVK medium
supplemented with 0, 300, 600 and 900 mM NaCl (Table 1). The solubilization indices (SI)
varied from 2.2 4= 0.08 to 4 & 0.02, accordingly to the days of incubation. The highest SI
(4 £ 0.02) was recorded in PVK medium at 300 mM NaCl after 15 days of incubation at
28 °C. This result may be explained by the fact that the optimum growth of Pseudomonas
azotoformans under salinity conditions was at 300 mM NaCl (Table 1). Our results are
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superior to those reported by [18]. The study carried out by [18] revealed the ability of
a halophilic bacterial strain to solubilize phosphorous in saline medium (30 g/L); after
10 days of incubation, the phosphorous solubilization zone was about 2.5-3.0 cm.

Table 1. Inorganic phosphorous solubilization by Pseudomonas azotoformans N76 on both solid and
liquid media.

2 Days 7 Days
Strain  NaCl (mM) SI Medium’ pH SOLI;];:ITITP SI Medium’ pH SoLt;l;IIEL—P
0 2.87 £0.05 6.22 £ 0.02 136.625 £ 0.01 3.5 £0.05 6.05 £ 0.03 142.875 £ 0.23
300 2.66 +0.03 6.66 £ 0.02 85.375 £ 0.03 34 0.05 6 £ 0.01 141.625+0.12
600 241 +£0.02 6.77 £ 0.04 59.225 £+ 0.06 2.42 £+ 0.05 6.11 £ 0.01 117.875 £ 0.19
900 2.2 £0.08 6.79 £0.05 54.125 + 0.02 2.33 £0.05 6.75 £ 0.02 59.425 + 0.08
15 Days 21 Days
N76 NaCl Soluble—P Soluble—P
(mM) SI Medium’ pH ug/mL SI Medium’ pH ug/mL
0 3.87 £+ 0.06 5.36 4 0.02 242125 + 0.25 3.5+£0.01 5.22 +0.03 242.875 £ 0.34
300 4£0.02 5.24 £ 0.04 255.125 +0.13 3.5+ 0.03 5.16 £ 0.02 255.152 £ 0.11
600 3.1£0.03 5.74 £0.05 216.875 £ 0.12 3.14 £ 0.02 5.58 £ 0.05 219.125 £ 0.31
900 3.3 +£0.02 5.85 4 0.02 201.625 + 0.32 3+0.01 5.61 & 0.02 205.375 £ 0.25

Pseudomonas azotoformans was able to solubilize tricalcium phosphorous in PVK broth
medium supplemented with 0, 300, 600 and 900 mM NaCl. The maximum phosphorous
solubilization was recorded at 300 mM with 255.152 £ 0.01 pg/mL of solubilized phospho-
rous followed by 219.125 £ 0.03 pg/mL and 205.375 £ 0.05 ug/mL obtained at 600 and
900 mM NaCl respectively. Our isolate showed maximum phosphorous solubilization un-
der all NaCl concentrations at 21 days. Our results about the maximum amount of soluble
phosphorous (255.152 £ 0.01 pg/mL) are a bit lower than those reported by [18] which
were 283.16 pg/mL, and higher to those obtained by [37] which were 109.47 pug/mL. There-
fore, our strain may be considered having a good potential as phosphorous-solubilizing
bacterium.

In this study, solubilization of inorganic phosphorous in liquid medium by P. azoto-
formans was accompanied by a pH decrease from an initial pH = 7.0 to pH =5.16 4 0.02
after 21 days incubation. A pH of 5.16 & 0.02 with 255.15 £ 0.01 2 pg/mL of soluble
phosphorous was recorded in the culture supernatant, while the pH of the control was
constant (pH = 7). The significant decrease in pH (from 7 to 5.16 =+ 0.02) in the culture su-
pernatant observed during inorganic phosphorous solubilization indicates the production
and release of acids. During phosphorous solubilization, the pH of the growth medium de-
creases due to the production of several low molecular weight organic acids which facilitate
phosphorous solubilization through their hydroxyl and carboxyl groups by chelating the
phosphorous-bound cation, thereby converting it to a soluble form [34,37,40]. According
to [39], several organic acids are applied in phosphorous solubilization such as gluconic,
citric, lactic, 2-ketogluconic, oxalic, tartaric, acetic, fumaric, malic, glyoxalic, isobutyric,
isovaleric, itaconic, propionic, succinic, aspartic, maleic, glutamic, glycolic, maloni and
a-ketobutyric & acids. The release of oxalic and malic acid, lactic acid, citric acid and
succinic acid into the growth media during phosphorous solubilization by Pseudomonas
azotoformans has been reported by [37].

Several studies have reported the possible correlation between phosphorous solu-
bilization rates and a decrease in the pH of growth medium [18,27,41]. However, Singh
et al., 2014 [42] reported that there is no correlation between pH and the amount of solubi-
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lized phosphorous, and reported also that phosphorous solubilization is not necessarily
correlated with the acidity of medium.

3.5. Detection and Quantification of Phytase Activity

Phytate is the most abundant form of organic phosphorous (organic phosphorous
represents 10 to 50% of total phosphorous) in the soil [39]. Phytase transforms phytate
into soluble phosphorous (phosphorous esters) available to plants roots [39]. Our strain
Pseudomonas azotoformans was able to mineralize phytate by the production of phytase in
agar medium containing phytate as the only source of phosphorous. This agar medium
was prepared at 0, 300, 600 and 900 mM NaCl. The incubation was performed at 28 °C
during 2, 5 and 10 days. The solubilization indexes were determined. They were ranged
from 3.25 £ 0.02 to 6.5 &= 0.03. The highest IS = 6.5 &= 0.03 was recorded at 300 mM NaCl
and 10 days incubation (Table 2).

Table 2. Organic phosphorous mineralization by Pseudomonas azotoformans on solid and liquid media.

2 Days 5 Days 10 Days
Strain NaCl (mM) SI Soluble— SI Soluble— SI Soluble—
P U/mL P U/mL P U/mL
0 3.62 +0.01 0 4.33 +0.02 0.027 4+ 0.001 5.28 + 0.04 0.168 £+ 0.002
N76 300 3.28 +£0.03 0 5.28 +0.02 0.014 4+ 0.004 6.5 4+ 0.03 0.097 4+ 0.004
600 3.57 £ 0.05 0 3.9 £0.03 0.002 + 0.0001 5+0.01 0.012 4+ 0.001
900 3.25 4+ 0.02 0 4254 0.01 0 4.85 4+ 0.02 0.004 £+ 0.001

The quantification of the amount of produced phytase by our isolate in the liquid
medium amended with the different NaCl concentrations showed that until 2 days incuba-
tion the amount of soluble phosphorous was 0 pg/mL, which means that our strain
did not produce the phytase yet. The maximum amount of soluble phosphorous is
0.168 £+ 0.002 U/mL (0.168 £ 0.002 pg/mL.min) at 0 mM/28 °C/10 days incubation
(Table 2).

The phytase has been extracted and characterized from several Pseudomonas isolates,
including Pseudomonas simiae and Pseudomonas putida [43], Pseudomonas palleroniana, and
Pseudomonas proteolytica and Pseudomonas azotoformans [37]. Production of phytase by bacte-
rial isolates could promote plant growth in phosphorous -deficient agricultural soils [29,44].
In our study, we focused on the solubilization of inorganic phosphorous (tricalcium phos-
phorous) more than on the mineralization of organic phosphorous (phytate) because the
isolate N76 is more efficient in the solubilization of inorganic phosphorous than in the
mineralization of organic phosphorous.

3.6. Effect of P. azotoformans on Wheat Seed Germination and Wheat Seedling Growth

Phosphorous is the second limiting nutrient for plant growth. This nutrient is in-
volved in several processes such as cell division, new tissue growth, nucleic acid structure,
protein synthesis, photosynthesis, glycolysis, respiration, membrane synthesis and stabil-
ity, enzyme activation/inactivation, redox reactions, signaling, carbohydrate metabolism,
nitrogen fixation, energy generation and transfer [45].

The availability of phosphorous in soils is about 0.05% (w/w), but only 0.1% of it
is available for plant absorption. Plants need elevated available phosphorous concentra-
tions to reach their maximum productivity [46]. Phosphorous deficiency leads to 5-15%
reductions in crop yields [47]. Phosphorous availability in soil depends on several fac-
tors, including pH and ion concentrations in the soil [48]. Salinity significantly reduces
phosphorous uptake by plants because phosphorous ions precipitate in such conditions
and become unavailable to plant roots [49], so plants require additional phosphorous to
maintain growth and productivity under such stress conditions [50].
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3.6.1. Effect of P. azotoformans on Wheat Seed Germination

The impact of our strain in improvement of wheat seed germination was tested under
different salinity conditions (0, 50, 100, 150, 200, 250 and 300 mM). The results showed that
salt stress has negatively affected the germination rates of both inoculated and uninoculated
seeds. Increasing NaCl concentrations decreased wheat seed germination. Inoculated seeds
with the P. azotoformans strain showed a significant (p < 0.005) increase in germination
rates compared to the control seeds at 100 mM. The final germination percentage has been
improved from 78.33% to 96.11% at 0 mM NaCl due to seed inoculation with P. azotoformans.
The germination rates increased from 62.66% to 81.66%; 45.33% to 68.88%; 43.88% to 55.55%;
37.66% to 44.66%; 24.88% to 34.66%; 10 to 29.33% under 50, 100, 150, 200, 250 and 300 mM
Na(l, respectively (Figure 2).
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T
20 - [
. '
0 50 100 150 200 250 300

NaCl concentration (mM)

Figure 2. Effect of P. azotoformans on wheat seed germination under different NaCl concentrations.
ns: no significant difference; *: significant difference (p < 0.05); **: significant difference (p < 0.005).

Salinity has a negative impact on seed germination and plant growth by affecting
various metabolic processes from germination to maturity of the plant. Seed germination
and early seedling growth are the stages that are the most susceptible to salinity and
mitigating its effect at these early stages will increase the chance of establishing a successful
crop under salt stress [51]. In our study, inoculation of wheat seeds with P. azotoformans
strain significantly increased the germination rate compared to the control seeds; this
improvement was observed under both stress and non-stress conditions. Since, PGPB
application is beneficial in salt-affected soils, it is important to ensure that the used inoculum
is able to resist and survive under these particular conditions. Several studies have reported
that inoculation with PGPB results in increased seed germination rates, improves plant
tolerance and promotes plant growth under salt stress [52,53].

3.6.2. Effect of P. azotoformans on Wheat Seedling Growth

The results of our study showed that wheat seedling growth was affected by NaCl
at different concentrations (0, 100, 200 and 300), but seed priming with P. azotoformans
N76 strain has mitigated the salt stress and promoted all the growth parameters of wheat
seedlings. Fresh weights, dry weight, shoot and root lengths were improved in bacterial
inoculated plants compared to the controls.

At 0 mM, fresh weight of the wheat seedlings has been increased from 99.68% due to
bacterial inoculation. Under different concentrations of NaCl (100, 200 and 300 mM) the
fresh weight of wheat seedlings has also increased from 92.95%, 96.30%, 70.10% respec-
tively (Figure 3). Several studies have reported the positive effect of halotolerant PGPB is
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decreasing the adverse effect of salt stress and enhancing wheat growth parameters (shoot
length, fresh and dry weight of plants) under salt stress conditions [15,54]. Bhise et al.,
2017 [55] reported that fresh weight of wheat plant inoculated with halotolerant PGPB
was 2.92 + 0.02 g after 15 days of growth at 100 mM NaCl, these results are higher than
our results.

Fresh weight
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3 ]
E 800 -
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g 400 'S ns N76
L -

o [ m

. ]
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Figure 3. Effect of P. azotoformans on fresh weight of wheat seedlings under different NaCl concen-
trations. ns: no significant difference; *: significant difference (p < 0.05); ****: significant difference
(p < 0.0001).

According to our results, our strain P. azotoformans N76 has increased the wheat
seedlings’ dry weight under 0, 100 and 200 mM NaCl, from 116.41%, 100.55% and 125.61%
respectively. However, at 300 mM the strain did not bring any positive effect on the
seedlings’ dry weight (Figure 4). Our results are similar to those reported by [55]. Bharti
et al., 2016 [56] showed a significant increase in wheat dry weight after inoculation with
halotolerant PGPB strain compared to non-inoculated wheat grown in non-saline and saline
soil. Emami et al., 2020 [40] reported improved growth parameters when wheat cultivars
were inoculated with phosphorous-solubilizing bacteria compared to the non-inoculated
control, the dry weight of wheat plants was 10 g after 120 days of planting.

Our results clearly showed a decrease in shoot length of the uninoculated seedlings in
increased NaCl concentrations. The P. azotoformans strain was found to increase the shoot
length of inoculated seedlings compared to uninoculated ones under both salt stress and
non-stress conditions. The shoot length was found to be increased from 47.82%, 97.74%,
85.43% and 93.6% at 0; 100; 200; and 300 mM NaCl. The obtained results are shown in
Figure 5. Our results are much higher to those obtained by Bharti et al., 2016 [56], who
reported wheat shoot length of 11.46 £ 0.37 cm obtained after bacterial inoculation at
100 mM. Pande et al., 2017 [57] showed that maize seeds inoculated with phosphorous-
solubilizing bacteria had the best growth compared to the non-inoculated treatment, which
may be due to the production of organic acids (such as gluconic, formic and citric acids) by
these strains. Iyer et al., 2017 [58] reported that shoot length and weight were improved
when chickpea seeds were inoculated with PSB.
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Figure 4. Effect of P. azotoformans on the dry weight of wheat seedlings under different NaCl
concentrations. ns: no significant difference; **: significant difference (p < 0.005).
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Figure 5. Effect of P. azotoformans on the shoot length of wheat seedlings under different NaCl
concentrations. **: significant difference (p < 0.005); ***: significant difference (p < 0.001).

The results of our investigation showed that under different concentrations of NaCl
the P. azotoformans strain has a positive effect on the root length of the wheat seedlings
compared to the control. Thus, the root length was improved from 120.70%, 53.2%, 34.69%
and 39.42% at 0, 100, 200 and 300 mM, respectively (Figure 6). According to these results,
the increase in root growth may be due to increased P uptake in wheat seeds inoculated
with the P. azotoformans strain. These results are similar to those obtained by [32] whereby
wheat inoculation with halotolerant bacterial strains improved wheat growth under salt
stress (80 mM, 160 mM and 320 mM) and root lengths increased by 90% compared to
non-inoculated controls at 320 mM NaCl. Upadhyay and Singh (2015) [59] also showed
that wheat inoculation with PGPB increased root length at 200 mM. Similarly, several
studies have reported increased phosphorous uptake in inoculated plants as a result of
phosphorous solubilization by PGPB [17,40,60]
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Figure 6. Effect of P. azotoformans on the root length of wheat seedlings under different NaCl
concentrations. ns: no significant difference; ***: significant difference (p < 0.001).

3.7. Quantitative Estimation of Soluble Phosphorous in the Soil

Pseudomonas strains play an important role as plant growth promoters under salt stress
via the expression of several PGP traits [53,61]. In our study, inoculation of wheat seeds
with P. azotoformans improved all the seedlings’ growth parameters; this improvement may
be due to bio-solubilization of phosphorous in the soil.

The quantity of soluble phosphorous in the soil, where the wheat seedlings were
growing, was measured to determine the effect of P. azotoformans strain on phosphorous
solubilization in soils watered with saline solutions of different NaCl concentrations (0, 100,
200 and 300 mM).

Phosphorous content in the soil before sowing the wheat seed was 18.51 &£ 0.25 ppm.
After 15 days of uninoculated wheat seedlings” growth, the phosphorous concentrations
were considerably decreased in the soil watered with saline solutions of 0 and 100 mM
NaCl. This decrease may be explained by the fact that the plant has absorbed soluble
phosphorous and used it in its metabolism during its growth. The amounts of phosphorous
in soils watered with saline solutions of 200 and 300 mM NaCl has slightly decreased from
18.51 + 0.28 to 17.82 & 0.56 and 17.52 £ 0.62 ppm (Table 3). These results may show the
negative effect of salt stress on phosphorous uptake by the wheat seedlings.

Table 3. The phosphorous availability (ppm) in control soil and soil containing inoculated seeds with
Pseudomonas azotoformans.

0mM 100 mM 200 mM 300 mM
Control soil 10.56 + 0.33 12.6 + 0.28 17.82 + 0.56 17.52 + 0.62
Soil containing N76- 233 +0.74 49.42 4+ 0.36 19.56 + 0.45 19.5 4+ 0.51

inoculated-seeds

The soils where P. azotoformans inoculated seedlings were growing showed increased solu-
ble phosphorous content. The highest amount of soluble phosphorous was 49.42 £ 0.36 ppm,
recorded in soil irrigated with saline solution of 100 mM NaCl. In soils watered with saline
solutions of 200 and 300 mM, the phosphorous contents were slightly increased (Table 3).
Our results confirm what was reported by Srinivasan et al., 2012 [61] where the amount of
phosphorous released by phosphorous-solubilizing fungi decreased with increasing NaCl con-
centration in the soil. Phosphorous availability is enhanced by microbial solubilization of
insoluble phosphorous in the soil, which increases phosphorous availability to the roots. Thus,
these phosphorous-solubilizing bacteria play a key role in restoration of soluble phosphorous
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levels in the salt-affected and non-affected soils. The strain Pseudomonas azotoformans can also be
used to produce smart fertilizers as described by Raimondi et al., 2021 [62].

4. Conclusions

Salt stress is a significant constraint for plant growth and productivity. The use of
halotolerant-PGPB is a promising solution for salt stress alleviation and plant growth pro-
motion under such conditions. Phosphorous-solubilizing and phosphorous-mineralizing
halotolerant-PGPB can be used as important biofertilizers to increase the availability of
soluble phosphorous for plant absorption in salinity-affected soils.

The results of our investigation highlighted the ability of the halotolerant bacterial iso-
late N76, identified as P. azotoformans, to solubilize inorganic phosphorous and to mineralize
organic phosphorous at different NaCl concentrations. Inoculation of wheat seeds with
this strain has resulted in increased germination rates and improved growth parameters
of the wheat seedlings, both under salt stress and non-stress conditions. In addition, this
strain was able to restore the amounts of soluble phosphorous in saline and non-saline soil.
Therefore, our strain may be used as a biofertilizer for wheat growth improvement under
salt stress.

According to the results of our study, the P. azotoformans strain N76 is highly rec-
ommended to be applied as a biofertilizer in salt-affected soil. This strategy can replace
the massive use of chemical fertilizers in agricultural fields, thus promoting healthy and
sustainable agriculture. Future study of the genetic mechanisms involved in inorganic phos-
phorous solubilization and organic phosphorous mineralization by this strain is required
for a better understanding of how PGPB improve plant growth.
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In this study, we constructed versatile microbial consortia (VMC) with potential applications in organic waste
management. After the sample and isolation procedure, the purified isolates were evaluated for their enzymatic
potential, such as cellulose, xylan, petroleum, and proteins -hydrolysis. Selected isolates were screened for
other traits, such as phosphate solubilization, nitrogen fixation and antimicrobial activity. Finally, the isolates
were grouped into consortia according to their compatibility. The microorganisms selected for each consor-
tium were identified by partial analysis of the 16S rRNA (bacteria) and the ITS region of the 18S RNA
gene (fungi). Two microbial consortia were obtained and named VMC1 and VMC2. These two consortia
are characterized by several activities of agricultural and environmental interest, such as the degradation of
recalcitrant and polluting organic compounds, nitrogen fixation, IAA production phosphate solubilization and
antimicrobial activity. Molecular identification of the microorganisms forming the two consortia allowed us
to identify two species of actinomycetes (Streptomyces sp. BM1B and Streptomyces sp. BM2B), one species
of Actinobacteria (Gordonia amicalis strain BFPx) and three fungal species (Aspergillus luppii strain 3NR,
Aspergillus terreus strain BVkn and Penicillium sp. BM3). The term "Versatile Microbial Consortia" is a term
that we proposed in this study to establish a methodology for building multifunctional microbial groups for the
better valorization of organic waste.
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Introduction

In recent years, the application of chemical fertiliz-
ers and pesticides has increased rapidly and is a serious
concern for agricultural production and environmental
management. Currently, conventional agriculture and its
practices are presented as a major threat to soil vitality by
causing the alteration of microbial functional diversity.
Intensive agriculture leads to land degradation and envi-
ronmental pollution in several agroecosystems (1-3). The
organic fraction of organic waste represents a precious re-
source that could be recycled and transformed into fertil-
izer rich in nutrients. Organic waste comprises recalcitrant
substances such as cellulose, hemicellulose and lignin (4,
5). Soils contain a high proportion of organic matter from,
for example, plant residues. This proportion is an impor-
tant aspect of the function and quality of the soil (3, 6).
Large quantities of organic waste from plant crops are a
real environmental problem because this waste represents
a real focus of microorganisms, some of which are patho-
genic, which can survive in agricultural soils and infect
subsequent crops (7). In addition, organic fertilizers of
animal origin recycled into agricultural soils may contain
pathogenic bacteria that can threaten human and environ-
mental health (8). Also, waste polluted by hydrocarbons
can affect agricultural production in terms of quantity and
quality (9).

Microorganisms govern the functioning of global bio-
geochemical cycles (6). They have been considered an
important source of natural compounds of agro-active im-
portance (10). The soil ecosystem includes various micro-
bial communities that perform various functions, namely,
decomposition of organic matter, storage and release of
nutrients for plants, regulation of plant growth, etc. (5).
Bacteria dominate in the initial phases of decomposition
of plant residues, while fungi predominate in later phases
(3). The decomposition of high molecular weight organic
matter in the soil is mediated by microbial extracellular
enzymes. These enzymes are mainly hydrolases that help
to acquire carbon, phosphorus and nitrogen (6, 11). The
essential role of beneficial microorganisms is the decom-
position of organic waste into nutritive elements, detoxi-
fication, suppression of plant diseases, improving nutrient
cycling, nitrogen (N) fixation and production of many
bioactive compounds, including vitamins and hormones
(12). Many studies have demonstrated the beneficial effect
of microorganisms on crop yields and quality. However,
the use of microbial consortia in agriculture remains low.
Due to the synergy of the microorganisms that populate
them, microbial consortia have more properties than an in-
dividual inoculum (1). A microbial consortium is made up
of several microbial species working together with broad
metabolic capacities (13). The use of microbial consortia
in organic waste degradation is sure, efficient and econom-
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ical (14).

In this work, the term « Versatile Microbial Consortia
(VMC) » refers to a group of microorganisms that can en-
sure many functions simultaneously, i.e., degradation of
recalcitrant compounds, nitrogen fixation, phosphate solu-
bilization, antimicrobial activity, hydrocarbons degrada-
tion, etc. Hence, the objective of this study is to construct
VMC with multiple functions that can serve potential ap-
plications in organic waste management.

Materials and Methods

Sampling and isolation
Isolation of cellulose-degrading microorganisms

To isolate cellulose-degrading microorganisms, rumi-
nant manure and soil were sampled in sterile bags and
transported to the laboratory. Then, a dilution series was
prepared and 100 pL of each dilution was spread on the
surface of a Petri dishes containing the mineral salt medi-
um (MSM) composed in g/I: NaCl (0.5), (NH,),SO, (0.1),
NaNO, (0.2), MgSO,.7H,0 (0.025), K,HPO,.3H,0 (1.0),
KH,PO, (0.4), agar (15), and pH adjusted to 7.0 (15) sup-
plemented with 1% carboxymethylcellulose (CMC) as the
sole carbon source. Petri dishes were incubated at 30°C
until colonies appeared. The colonies which appear in the
highest dilutions were purified on the same medium. Pure
cultures were obtained by successive sub-culturing on ap-
propriate medium and stored at 4°C for later use.

Isolation of petroleum-degrading bacteria

To isolate petroleum-degrading bacteria, 50ul of the
stock sample solution (fresh sewage sludge collected
from a wastewater treatment plant, [bn Ziad-Constantine
and mixed with sterile distilled water at 10%) was mixed
with 200ul of the sterile crude oil, which covers the sur-
face MSM-agar then incubated at 30°C (15). After incu-
bation, two successive subcultures were carried out on a
new surface of MSM-agar medium covered with 200ul
of well-spread sterile crude oil, then incubated at 30°C.
Pure cultures were obtained by successive sub-culturing
on appropriate medium and stored at 4°C for later use.
Bacteria isolated on MSM-crude oil agar were evaluated
for degradation of crude oil in a liquid medium. Erlenmey-
er flask-100ml containing 30ml of liquid MSM medium
supplemented with 1% crude oil as the sole carbon source
was inoculated with 200ul of bacterial suspension washed
twice in PBS solution (8000rpm/10min), then incubated
at 30°C under continuous agitation (150rpm) for 10 days.

In vitro detection of some potential traits of purified iso-
lates

Purified isolates were evaluated for their enzymatic
potentials, such as hydrolysis of protein (16), starch (17),
cellulose (18), xylan (19), lipid (20), urea (21) and gelatin
(22); production of melanin (23) and ammonia (NH,) (24);
nitrogen fixation (25). Other tests are detailed below.

Phosphate solubilization

Solubilization of phosphate (P) was evaluated on
Pikovskaya medium (PVK) containing in g/L: (10),
Ca,(PO,), (5), (NH,),SO, (0.5), NaCl (0.2), MgSO,.7H,0
(0.1), KCI (0.2), Yeast extract (0.5), MnSO,-H,O (0.002),
FeSO,-7H,0 (0.002), Agar (15), and pH adjusted to 7. The
inoculation was done, on a Petri dish containing the PVK

medium, by streaking in the case of bacteria and actinomy-
cetes and by deposit of agar disk for fungi. The appearance
of a clear area around the colonies indicates the solubiliza-
tion of P (26). We also studied, for fungi, the solubilization
of P in test tubes containing PVK medium by agar disk
deposition of each fungus. The appearance of a clear area
below the fungal disk indicates the P solubilization.

Indole acetic acid (IAA) production

After each incubation period, the supernatant of bacte-
rial cultures and fungi was collected in sterile Eppendorf-
1.5ml tubes and then centrifuged (14,000 rpm, 15 min).
After centrifugation, the quantification of IAA in the su-
pernatants was estimated by the colorimetric method and
detected by thin-layer chromatography (TLC) (10, 27).

Biodegradation of feather waste

Proteolytic isolates were evaluated for their potential
to degrade keratin waste. For this, fresh and whole poul-
try feathers were washed with distilled water and then
dried. Thirty milliliters of minimal medium [MgSO,.7H,0
(0.2¢g/1), K.HPO, (0.3g/1), KH,PO, (0.4¢g/1) and CaCl,
(0.22g/1)] were introduced into each 100ml Erlenmeyer
flask containing three poultry feathers and autoclaved.
Erlenmeyer flasks were inoculated with each proteolytic
isolate and then incubated for 21 days under continuous
agitation (200rpm) (28).

Antimicrobial activity

The antagonism of the selected isolates was studied by
cross-streak method (29) against four pathogenic bacte-
ria: Staphylococcus aureus ATCC 25923, Bacillus cereus
ATCC 10876, Escherichia coli ATCC 25922 and Salmo-
nella enteritidis ATCC 13076, obtained from National
Center for Biotechnology Research, Constantine, Alge-
ria). While antifungal activity was investigated against
three phytopathogenic fungi: Aspergillus niger ATCC
9642, Botrytis cinerea BC1 (obtained from the mycology
laboratory of Bejaia university, Algeria) and Fusarium sp.
F6 (obtained from National Center for Biotechnology Re-
search, Constantine, Algeria) using the direct confronta-
tion method on the Petri dish (30). The antagonism tests
were performed in duplicate

Grouping of selected isolates into a consortium

The cross-streak method was used to group the selected
isolates into a consortium (14). Each isolate was streaked
along the center of the Petri dish or by deposition of an
agar disc in the case of fungi on TSA medium, then incu-
bated for 24h for bacteria and 5 days for actinomycetes
and fungi. After incubation, the isolates were inoculated
with a streak perpendicular to the pre-incubated streaks
and then incubated for 48h for bacteria and 5 days for ac-
tinomycetes and fungi. Isolates are grouped in the same
consortium when no antagonism has been observed be-
tween them.

Morphological and molecular characterization of se-
lected isolates

The isolates that make up the two consortia VMC1 and
VMC2 have been morphologically characterized and iden-
tified by analysis of the rDNA gene. In the case of bac-
teria, DNA extraction and PCR amplification of the 16S
rRNA region were performed as described by Ferrari et
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al. (31) and Pudasaini et al. (32), respectively. For fun-
gi, DNA extraction and PCR amplification of 18S rRNA
IST regions were performed as described by Azevedo et
al. (33). The PCR amplicons obtained were purified and
sequenced (33). The obtained sequences were subjected
to sequence similarity comparison using the NCBI Gene
Bank database. To build the phylogenetic tree, sequences
were aligned using the multiple sequence alignment pro-
gram from the MEGA 11 program.

Results and Discussion

Isolation and purification

This work was carried out by isolating microbial strains
from the soil, sewage sludge and ruminant manure. The
purification allowed us to have 11 different isolates (Six
cellulose-degrading microorganisms and five petroleum-
degrading bacteria), which include fungi, actinomycetes
and bacteria. The number of purified isolates on the isola-
tion media and the isolation sample are presented in Table
1.

The evaluation of the growth of petroleum-degrading
bacteria in the liquid medium allowed us to select the
BFPx isolate, which showed good growth (Figure 1). Con-
sequently, seven isolates were selected for further work.
A similar approach was taken by Saha and Santra (34) to
isolate microorganisms from municipal solid waste for
use in organic waste degradation. In order to select petro-
leum-degrading bacteria, Mukred et al. (35) evaluated the
growth of 62 bacterial isolates on MSM-crude oil agar and
then on MSM- crude oil liquid. Only four isolates showed
good growth and degradation of crude oil.

Enzymes activities and other features

Most isolates purified from different samples have a di-
verse and important enzyme arsenal, particularly CMCase
(Isolates SNR, BMIB and BM2B), xylanase (Isolates
SNR, BM3 and BM1B), amylase (Isolates BM1B and
BVkn), protease and lipase (Isolate 5SNR), and gelatinase
(Isolates BM3, BM2B, BVkn and BM1B) (Table 2). Saha

Table 1. The purified and selected isolates from different samples.

and Santra (34) reported a similar study. They subjected
nine isolates to a qualitative test for producing eight extra-
cellular enzymes such as cellulase, lipase, protease, amy-
lase, lecithinase, etc. In addition, Sarkar and Chourasia
(14) screened isolated bacteria to produce extracellular
enzymes necessary for the effective degradation of organic
solid waste. In order to screen fungal isolates for their mul-
tiple functional traits and impact on plant growth, Imran
et al. (11) evaluated 73 isolates for extracellular enzyme
production. They found that 95.52%, 61.11%, 35.82% and
41.79% of isolates were positive for lipase, amylase, chi-
tinase and cellulase, respectively.

Extracellular enzymes play an important role in agri-
culture and the environment. They play an important role
in nutrient cycling by enhancing the decomposition of
residual organic matter in the soil, thereby providing nu-
trients to plants. However, their direct role in promoting
plant growth is less explored (11, 5). Cellulase and xyla-
nase play an important role in degrading biomass rich in
cellulose and hemicelluloses (36). Microorganisms such
as Penicillium sp., Aspergillus spp., Trichoderma sp.,
Streptomyces spp. and Bacillus spp. produce cellulolytic
enzymes during organic waste degradation (4). Lipases
were used in the pretreatment of sludge resulting from the
treatment of wastewater and dairy products to reduce the
fat content (37). In addition, lipolytic activity promotes
the biodegradation of organic pollutants such as oil waste

Figure 1. Growth of isolate BFPx in the crude oil-based medium: (A)
on a Petri dish (right compartment) containing an MSM-crude oil agar
medium, and (B) In the Erlenmeyer flask (left) containing the MSM-
crude oil liquid medium.

Sample Isolation medium Number of purified isolates with coding Selected microorganisms
Soil MSM-CMC-Agar Two isolates named SNR and 3NR Isolate .SNR (Actmomycgtes) and
isolate 3NR (Fungi)
Isolates BM2B and BM1B
Ruminant MSM-CMC-A gar Four isolates named BM2B, BM1B,BM3 (Actinomycetes), isolates
manure and BVkn

Sewage sludge MSM-crude oil agar

Five isolates named BS " BS ", BF,", BFPx

BM3 and BVkn (Fungi)

Isolate BFPx (Bacterium)

and BF?
Table 2. Enzyme activities of selected isolates.
Isolate Protease Lipase Amylase Cellulase Xylanase Gelatinase
BM2B - +++ +++ ++ - +
BMIB - + ++ +++ -+ +
BM3 ++ - ++ ++ -+ +
BVkn ND - +++ + ++ +
SNR +++ +++ + -+ -+ -
3NR + - ND ++ ++ ND
BFPx - - - - - ND

(+) Low activity, (++) Good activity, (+++) Excellent activity, (-) No activity, (ND) Not determined.
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Figure 2. Melanin production by actinomycete isolates BM1B, BM2B
and 5NR on a medium containing tyrosine as a precursor. Production
of brownish diffusible pigmentation by isolates BM2B and SNR.

(36). Proteases hydrolyze protein waste into amino acids
and bioactive peptides. Hydrolysis products such as pro-
line play an important role in immobilizing heavy metals
by protecting plants from their toxic effect (38). Thus, pro-
tein hydrolysates derived from organic waste are generally
considered plant biostimulants (39).

For melanin production only, actinomycetes isolates
BM2B and 5NR produced brown to blackish pigmentation
(Figure 2). Actinomycetes are known to produce melanin
pigments. El-Naggar and El-Ewasy, (40) screened one
hundred and thirty strains of actinomycetes for melanin
synthesis and noted the significant production by Strepto-
myces glaucescens NEAE-H. The environmental interest
of microorganisms producing melanoid pigments is their
biological activities, including antimicrobial and antioxi-
dant activities, as they can hunt and adsorb heavy metals
such as Cd and Pb (40). Tyrosinase is the key enzyme in
melanin production using L-tyrosine as a precursor (23).
This precursor can be released following the action of mi-
crobial proteases on protein waste. Tyrosinase has also re-
moved phenolic compounds from wastewater (41).

For NH, production, the positive isolates are BM1B,
BM2B, 3NR and BM3. While for urease, the positive
isolates are SNR, BM2B, BM3 and BVkn. The study of
growth in the N-Free medium showed that isolates BM2B,
BMI1B and BFPx are able to fix atmospheric N. Rodrigues
et al. (42) estimated that 29% and 24% of isolated acti-
nomycetes were able to grow in the nitrogen-free medi-
um and produce ammonia, respectively. Nitrogen is one
of the most important elements in molecule biosynthesis
(42). Therefore, its fixation, transformation and recycling
in organic and inorganic forms are of agricultural impor-
tance. For example, N values can be improved due to at-
mospheric N fixation by nitrogen-fixing bacteria, which
usually occurs at the end of composting (43) as they can
convert nitrogen gas into NH, in agricultural soils, which
plants then take up.

Solubilization of phosphate

The selected isolates were evaluated for solubilization
of inorganic P. Only fungal isolates 3NR and BM3 showed
the ability to solubilize P. The study of the solubilization
of P by fungal isolates 3NR and BM3 in test tubes con-
taining the PVK agar medium allowed us to conclude on
their ability to solubilize the P, while this solubilization
by the same isolates on Petri dishes did not show clear
solubilization (Figure 3). The use of test tubes containing
PVK agar medium to reveal the solubilization of P was
first described in this study. This method is mainly suitable
for fungi. Phosphorus is one of the main nutrients limit-
ing plant growth (26). Despite its abundance in soil, only

0.1% of total P exists in a form available to plants (44).
Phosphate-solubilizing microorganisms ensure a soluble P
form and stimulate plant growth. Doilom et al. (45) iso-
lated phosphate-solubilizing fungi (Aspergillus, Penicil-
lium and Talaromyces), of which the airborne fungal strain
KUMCC 18-0196 (4spergillus hydei sp. nov.) showed the
most significant phosphate-solubilizing activity.

Indole acetic acid production

The production of IAA increases gradually with the
incubation time. Both actinomycete isolates BM2B and
BMI1B showed remarkable IAA production after 12 days
of incubation (33.17 and 29.1 pg/ml, respectively). In the
case of fungi, the production of IAA increases progres-
sively with the incubation time in all the fungal isolates
except the 3NR isolate, which marked a decrease after the
10th day of incubation. To confirm the presence of IAA in
microbial cultures, we used TLC. TLC shows pink spots
relative to the distance traveled by each extract, which
confirms the presence of [AA in the extract (Figure 4). In
the case of the BM3 isolate, a brown-colored spot was ob-
served, which is not at the same level as the standard. This
indicates that this isolate does not produce the [AA. IAA is
a common natural auxin resulting from the metabolism of
L-tryptophan by microorganisms. Several microorganisms
have the ability to produce IAA and improve plant growth
(27). Screening of several actinomycete strains by Anwar
et al. (10) for [AA production shows significant production
in Streptomyces nobilis WA-3, Streptomyces Kunmingene-
sis WC-3 and Streptomyces enissocaesilis TA-3 producing
79.5,79.23 and 69.26 ng/ml IAA. Imran et al. (11) evalu-
ated 73 fungal isolates for IAA production. They found
that 65.67% of the isolates produced TAA.

Clear area

Figure 3. P-Solubilization by fungal isolates 3NR and BM3. (A) on
Petri dish containing PVK medium, (B) in tubes containing the PVK
medium proposed in this study, clear zone indicates P solubilization
by the fungal isolates.
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Figure 4. (A) IAA production as a function of incubation time by the
selected isolates. (B) Detection of IAA by TLC, (1): Standard solution
of AIA at 700pg/ml, (2): crude extract of BM3, (4): crude extract of
BM2B, (5): crude extract of BM1B.
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Biodegradation of feather waste

The selected isolates were evaluated for degradation of
keratin waste. Isolate SNR showed almost complete deg-
radation of poultry feathers and partial degradation in the
case of isolate BM3 after 21 days of incubation (Figure 5).
Several microorganisms are responsible for the degrada-
tion of keratin-based waste. Tiquia et al. (46) isolated two
keratin-degrading bacteria identified as Streptomyces sp.
and Bacillus licheneformis in order to use them as an inoc-
ulum to improve the composting process. Poultry feathers
have become one of the main pollutants due to their recal-
citrant nature and possibly the presence of pathogenic mi-
croorganisms. They consist of 90% keratin which is a good
source of peptides, amino acids and N (44, 46). The action
of these microorganisms on feathers can generate peptides
and amino acids of agricultural and environmental inter-
est. The release of tryptophan during feathers degradation
can serve as a precursor for the production of phytohor-
mone (IAA) (44). Also, the hydrolyzate of poultry feather
proteins obtained after bacterial degradation showed its
potential in hexavalent chromium reduction (47).

Antimicrobial activity

The study of the antibacterial activity of the selected
isolates showed, in general, low activity of our isolates
against the pathogenic bacteria tested. Two actinomycete
isolates, SNR and BM2B, showed antagonism against S.
enteritidis ATCC 13076 and S. aureus ATCC 25923 (Table
3). A similar approach was taken by Saha and Santra (34)
to assess the antagonism of microbial isolates against S.
aureus, Salmonella sp. and Klebsiella pneumoniae with
the aim of using it to improve the degradation of organ-
ic waste. Actinomycetes are known for their antagonism
against pathogenic bacteria. In their study, Baskaran et al.
(29) screened 42 actinomycetes against pathogenic bacte-
ria and found that 22 species exhibited antagonism. Sev-
eral studies have reported the potential of some pathogenic
bacteria to persist in soils amended with mature compost,
such as Salmonella spp., Listeria spp. and Non-pathogenic
E. coli (8). The presence of pathogenic bacteria in agricul-
tural soils allows consideration of antibacterial activity as
a main criterion when selecting microorganisms of agri-
cultural interest.

The antagonism of the selected isolates was tested
against three plant pathogens. Fungal isolates, BM3 and
BVkn, have an antagonism against B. cinerea, A. niger
and Fusarium sp. F6, while actinomycete isolates SNR
and BM2B, have an antagonism against B. cinerea and A.
niger (Figure 6). Several authors claim that the develop-
ment of new biological control products against plant dis-
eases requires the screening of a large number of antago-

Figure 5. Degradation of keratin waste by proteolytic isolates BM3
and 5NR: (A) in minimal liquid medium supplemented with poultry
feathers as a substrate, (B) appearance of poultry feathers at the end
of incubation with proteolytic isolates.
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Figure 6. Percent inhibition of phytopathogenic fungi by fungal
(BVkn and BM3) and actinomycetes (BM2B and 5NR) isolates ob-
tained by direct confrontation test on Petri dishes. ANOVA, Fisher

LSD test (p < 0.05).

nistic agents (7). In their study, Suarez-Estrella et al. (7)
screened, in vitro, a microbial collection for its antagonism
against phytopathogenic agents and they revealed that 76
strains (25 Actinobacteria, 28 fungi and 23 bacteria) are
active against F. oxysporum f.sp. melonis. To have a mi-
crobial consortium to use in composting vegetable waste,
Al-Dhabi et al., (2) evaluated the antagonism of 37 actino-

Table 3. Antagonism of selected isolates against pathogenic bacteria.

Antagonism against test bacteria

Isolate Gram-positive

B. cereus S. aureus
5NR -

BM2B -

BMIB - -
BM3 - -
3NR - -
BVkn
BFPx - -

Gram-negative
S. enteritidis E.
+ -
4+ -

(+): low activity (€9 mm); (+++): good activity (12-15 mm); (-): no activity.
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mycetes against five phytopathogenic fungi (F. xysporum,
F solani, A. niger, A. flavus and Bipolaris oryzae). Only
a single actinomycete (Streptomyces sp. Al-Dhabi 30)
showed potent activity against all plant pathogens tested.
It is recommended to select microorganisms with antago-
nism to at least two plant pathogens (7).

Microbial consortia

Many microorganisms have been isolated based on their
ability to degrade recalcitrant materials such as lignocellu-
losic compounds. In many cases of degradation efficiency,
microbial consortia have been shown to be superior over
single strains (13). Microbial consortia have multiple ap-
plications in sustainable agriculture and the environment
allowing greater absorption of nutrients and biological
control of pathogens; use of organic amendments such as
compost and reduction or elimination of external inputs
(1, 10). In order to build versatile microbial consortia, we
assessed the compatibility of selected microorganisms by
the cross-streak method. The latter allowed us to propose
two consortia named VMC1 and VMC2. A similar ap-
proach has been adopted by several authors (11, 34, 14).

The two consortia formed in this study present sev-
eral activities of agricultural and environmental interest.
VMCI consortium is composed of actinomycetes (BM1B
and BM2B) and bacteria (BFPx) with an interesting and
diversified enzymatic arsenal involved in the recycling of
organic matter in the soil and in organic waste manage-
ment processes such as composting. This consortium can
be used to remove hydrocarbons from some polluted or-
ganic waste through the isolate BFPx, which uses crude
oil as the sole source of carbon. In addition, the presence
of lipolytic isolates (BM2B and BM1B) can enhance hy-
drocarbon biodegradation. Thanks to nitrogen metabolism
(nitrogen fixation, urease and NH, production), VMC1 can
improve the fertility of agricultural soils, therefore reduc-
ing the pollution caused by the excessive use of chemical
fertilizers. In addition, this consortium produces [AA, a
phytohormone that promotes plant growth. VMC1 can be
used in the control of pathogens: in agriculture as a bio-
logical control agent against phytopathogenic fungi and
in the environment to reduce or eliminate certain patho-
genic bacteria such as salmonella and staphylococci when
managing contaminated waste such as sewage sludge. For
VMC2, it is composed only of fungi (BVkn, BM3 and
3NR). This consortium has properties in common with
VMCI1 (interesting and diversified enzymatic arsenal,
urease, production of NH, and IAA, biological control
of plant pathogens). In addition, VMC2 can be involved
in the recycling of keratin waste such as poultry feathers
and in the solubilization of insoluble P in order to ensure
a source of P that can be assimilated by plants. Figure 7
shows the potential interventions of VMCs to solve some
major problems affecting agriculture and the environment,
mainly the management of organic waste and its applica-
tion in agriculture.

Morphological and molecular identification

Isolates composing VMC1 and VMC2 were identified
by microscopic observation and partial gene sequencing of
16S rRNA for bacteria and 18S rRNA for fungi (Table 4).
Similarities of obtained sequences with strains available in
the NCBI GeneBank are presented in Table 4.

The actinomycete isolates BM1B and BM2B were af-

filiated with the genus Streptomyces. The BFPx isolate has
an identity of 99.68 with the Gordonia amicalis strain (ac-
cession no. MT533952.1). For fungal isolates, BVkn and
3NR have 100% identity with strains Aspergillus terreus
(accession no. MT316343.1) and Aspergillus luppii (ac-
cession no. KU945877.1), respectively. In contrast, the
BM3 isolate was affiliated with the genus Penicillium. The
phylogenetic analysis of the selected isolates is represent-
ed in the form of a phylogenetic tree (Figure 8).

Conclusion

The isolation and screening of microorganisms from
different sites allowed us to have a diverse and interesting
microbial collection composed of actinomycetes, bacteria
and fungi. All isolates show an important and diversified
enzymatic arsenal, mainly CMCase, xylanase, amylase,
protease and lipase. The selected isolates also show other
important activities, such as degradation of keratin, gelatin
and crude oil; phosphate solubilization; nitrogen fixation;
antimicrobial activity, etc. To reveal the solubilization of
P by fungi, we recommend the use of the test tube method
proposed in this study for better visualization of P, espe-
cially for fast-growing and invasive fungi. The compatibil-
ity study of the selected isolates allowed us to group them
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- Petroleum
degradation;

- Biological control of plant
diseases;
- Hygienization of pathogens
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Figure 7. Potential interventions of VMC to solve some major prob-
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lems affecting agriculture and the environment: potential application
in organic waste management.
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Figure 8. (A) Phylogenetic tree of the bacterial species composing the
VMCI. The number at each branch point is the percentage supported
by bootstrap in 1000. Bar, 0.05 substitutions per nucleotide position.
The 16S rRNA sequence of Pseudomonas aeruginosa HM195190.1
was used as an out-group. (B) Phylogenetic tree of fungal species
composing the VMC2. The number at each branch point is the per-
centage supported by bootstrap in 1000. Bar, 0.01 substitutions per

nucleotide position.
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Table 4. Identification of selected isolates based on morphological criteria as well as partial analysis of 16S and 18S rRNA. The closest relatives

of the isolates, according to the BLAST search, are shown.

. . Percent
Strain  Microscopic appearance  Morphological identification Next related cultivated strain Access identity
(Blast) Number (%)
(4
MT588801.1 100
Streptomyces gancidicus
BMIB  rectus-flexibilis spore Streptomyces pseudogriseolus MT052671.1 100
(B1) chains Streptomyces sp. BM1B
Streptomyces cellulosae MK240495.1 100
Streptomyces werraensis
MK934970.1 100
Streptomyces sp. MT611319.1 99.84
BM2B rectus-flexibilis spore Streptomyces sp. BM2B Streptomyces californicus MT533919.1 99.84
(g2) ~ chains Streptomyces badius MK825535.2  99.84
Streptomyces sp. MW485630.1 99.68
MT533952.1 99.68
Gordonia amicalis
BEPx Gram positive, rod- non-filamentous
p ; . . Gordonia malaquae KU597125.1 98.74
B6) shaped and V-form Actinobacteria . o
( Gordonia rubripertincta
MW280135.1 98.43
) " MT316343.1 100
BVkn . . o Aspergillus sp. BVkn spergiilus terreus
iizzrgm“s‘hke conidial Aspergillus sp. KU504316.1 100
(F11) Uncultured Aspergillus
MG976275.1 99.66
. o MT582768.1 100
BM3 Penicillium sp. BM3 Penicillium citrinum
terminal whorl Penicillium griseofulvum MW260117.1 100
(F12) Penicillium sp.
HE608805.1 100
) . KU945877.1 100
3NR aspergillus-like conidial Aspergillus sp. SNR Aspergilius luppi
her;.d & Aspergillus movilensis KP987089.1 99.64
(F13) Aspergillus iizukae
EF669596.1 95.20

into two versatile microbial consortia named VMC1 and
VMC2. These two consortia can fulfill several functions of
agricultural and environmental interest at the same time:
(1) Degradation of various organic compounds such as cel-
lulose, hemicellulose, starch, proteins, lipids and crude oil
(Potential application in the management of organic waste
and the depollution of sites polluted by hydrocarbons),
(i1) Phosphate solubilization, nitrogen fixation, ammonia
and IAA production (potential application as a biofertil-
izer in agriculture) and (iii) antagonisms against pathogens
(potential application in the biological control of phyto-
pathogenic fungi and as a means of controlling pathogenic
bacteria in contaminated waste). This work presents a non-
exhaustive experimental methodology to follow in order
to build multifunctional microbial groups for large and ef-
fective applications. However, these consortia require in
situ evaluation in the management of organic waste, such
as the co-composting of sewage sludge with other wastes
in order to confirm their effectiveness.
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Résumé : La salinité entraine des pertes agricoles importantes dans de nombreuses régions du monde. Les
bactéries favorisant la croissance des plantes (PGPB) sont une solution prometteuse pour améliorer la croissance
et la productivité des plantes dans de telles conditions de stress par différents mécanismes, principalement la
fixation d’azote atmosphérique, la solubilisation du phosphore, du potassium et du silicium. Dans ce travail, 260
isolats bactériens sont obtenus a partir de 26 échantillons de sol prélevés dans différentes régions en Algérie.
L’halotolérance des ces isolats a été étudier et 20 isolats ont été sélectionnés. La capacité des isolats
halotolérants a produire des enzymes d’intérét agricole, a produire de I’AIA, a fixer d’azote, a solubiliser le
phosphore, le potassium et le silicium a 0; 300; 600 et 900 mM NacCl ont été déterminés. Enfin, ’effet d’un isolat
halotolérant, sur la germination des graines de blé (Triticum aestivum) et la croissance de ses plantules est
déterminé. Dans ce travail , le stress salin affecte négativement les taux de la solubilisation de phosphore, le
potassium et le silicium mais il n’affecte pas la fixation d’azote. La souche Pseudomonas azotoformans a montré
sa plus grande capacité de solubilisation du phosphore (255,152 + 0,01 pg/mL), et de minéralisation de phytates
(0,168 + 0,002 U/mL), La quantité la plus élevée de potassium est de (25,034 + 0,02 pg/mL). Le taux de
phosphate soluble dans le sol était de 49,42 + 0,36 ppm obtenue a 100 mM de NaCl. Le pourcentage de
germination des graines, la longueur des pousses et des racines et les poids frais et secs se sont avérés plus élevés
dans les plantules inoculées bactériennes que dans les semis non inoculés. L utilisation de bactéries favorisant la
croissance des plantes représente une approche biotechnologique importante pour rétablir les niveaux de
phosphore dans les sols salins et pour favoriser la croissance des plantes dans les terres agricoles affectées par le
sel.

Mots-clés : biofertilisation; PGPB; phosphore; stress salin; Triticum aestivum; Algérie

Abstract: Salinity causes significant agricultural losses in many regions of the world. Plant growth-promoting
bacteria (PGPB) are a promising solution for improving plant growth and productivity under such stressful
conditions through various mechanisms, mainly atmospheric nitrogen fixation and the solubilisation of
phosphorus, potassium and silicon. In this study, 260 bacterial isolates were obtained from 26 soil samples
collected in different regions of Algeria. The halotolerance of these isolates was studied and 20 isolates were
selected. The ability of the halotolerant isolates to produce enzymes of agricultural interest, to produce AlA, to
fix nitrogen, and to solubilise phosphorus, potassium and silicon at 0, 300, 600 and 900 mM NaCl was
determined. Finally, the effect of a halotolerant isolate on the germination of wheat seeds (Triticum aestivum)
and the growth of its seedlings was determined. In this study, salt stress negatively affected the solubilisation
rates of phosphorus, potassium and silicon, but did not affect nitrogen fixation. The Pseudomonas azotoformans
strain showed the greatest capacity for phosphorus solubilisation (255.152 + 0.01 pg/mL) and phytate
mineralisation (0.168 &+ 0.002 U/mL). The highest amount of potassium was (25.034 + 0.02 pg/mL). The rate of
soluble phosphate in the soil was 49.42 + 0.36 ppm obtained obtained at 100 mM NaCl. Seed germination
percentage, shoot and root length, and fresh and dry weights were higher in bacterial inoculated seedlings than in
non-inoculated seedlings. The use of plant growth-promoting bacteria represents an important biotechnological
approach to restoring phosphorus levels in saline soils and promoting plant growth in salt-affected agricultural
land.

Key words: biofertilisation; PGPB; phosphorus; salt stress; Triticum aestivum; Algeria
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