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Introduction

I ntroduction

Au cours du siécle dernier, la croissance rapide de la population humaine, ajoutée au
réchauffement climatique, ont créé une pénurie mondiale des ressources en eau ce qui a
augmenté la salinisation des sols, la dégradation biodiversité trophique et de |'environnement

ce qui a accentué les besoins nutritionnelles au niveau mondial (Shahbaz et Ashraf, 2013).

L’ agriculture constitue la source principae de nutrition pour I’humanité. Le sol est le
support principal de la plupart des produits issus de I’ agriculture. 1l constitue également le
support de vie d'une trés grande variété d organismes vivants en interactions continues
(plantes, vers de terre, nématodes, acariens, protozoaires, algues, champignons, eubactéries,
archaeg, etc.) (Scow, 2004).

Les microorganismes du sol peuvent étre bénéfiques en affectant positivement la qualité
du sol et la croissance des plantes, ou pathogenes et responsables de maladies a effets
dévastateurs (Bonkowski et al., 2009). La diversité des communautés bactériennes
rhizosphériques est influencée a la fois par le sol, sa composition, ses caracteres
physicochimiques, ainsi que par les exsudats racinaires produites par les plantes (Marschner
et al., 2001). Parmi cette grande diversité bactérienne, un groupe de bactéries communément
appelé PGPR, de I'anglais «Plant Growth Promoting Rhizobacteria », est capable de
coloniser les racines des plantes et d’ apporter un effet positif a leur croissance (Kang et al.,
2012).

Les PGPR améiorent la disponibilité de certains nutriments par la fixation de |'azote
atmospheérique ou a travers la solubilisation du phosphate. 1ls synthétisent des phytohormones
(AlA, cytokinines ...) modulent le développement des plantes a travers la production
d’ enzymes et facilitent la mise en place ou le fonctionnement des symbioses mutualistes entre
les racines et les bactéries fixatrices d'azote et |’ antagonisme avec les  pathogenes (Kennedy
et al., 2006 ; Baca et Elmerich, 2007 ; Ficher et al., 2007 ; Sharma, 2011 ; Kang et al., 2012).

Les céréales et leurs dérivées congtituent |’ alimentation de base dans la plupart des
pays du monde, particuliérement dans les pays en voie de développement (Kellou, 2008). Le
blé est I'un des céréales les plus importantes en Algérie. Sa production nationale ne répond
pas aux besoins de la population et son rendement est influencé par une multitude de facteurs

biotiques (les phytopathogenes, organismes symbiotiques) et abiotiques (salinité, matiére
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organique, pH, Humidité etc.). Ces derniers n’affectent pas uniquement les plantes, mais

égal ement la communauté microbienne entourant ses racines.

Dans cette optique, notre travail s est intéressé al’ étude de la diversité phénotypique et
fonctionnelle de certaines bactéries isolées de la rhizosphéere de quelques plantes, ainsi que
leur effet sur la croissance du blé. L’ objectif principal de ce travail est I'&ude de I’ effet des
propriétés physicochimiques des échantillons du sol sur la distribution de quelques caracteres

phénotypiques et fonctionnelles des bactéries isol ées.

Ce travail a éé réaisé durant une période de 5 mois (Février-Juin) au niveau du
laboratoire de Maitrise des Energies Renouvelables (LMER)-Equipe de Biomasse et
Environnement de I’ université Abderrahmane MIRA de Bdaia. 1l est divisé en deux parties :
La premiére partie consiste aisoler des bactéries du sol a partir de 4 échantillons prélevées de
zones rhizosphéques appartenant a quatre plantes différentes et a étudier |’ effet des bactéries
isolées sur la germination et la croissance du blé. La deuxieme partie du travail s'intéresse a
I’ étude de I’ effet des propriétés physicochimiques des échantillons du sol sur la diversité
métabolique et phénotypique des isolats, ainsi que I'interaction de |'ensemble de ces
parameétres (caracteres physicochimiques des échantillons et propriétés des isolats) avec les
résultats obtenus avec les plantules de blé (étude de corrélation) et leur effet sur la croissance
du blé.
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I. Sol et Rhizosphére
1. Lesol entrelabiologie et la physicochimique

Selon Osman, (2013), le sol est défini comme étant une entité naturelle vivante et
dynamique sur lasurface de laterre, il est composé de solides (organique et minérale), liquides
et gazes, présentant au moins|’ un des deux caracteres suivants : (1) Compose de couches qui se
différencient par leurs matiéres premieres suite a des gouts, des pertes ou des transformations
de matiere et d énergie. (2) Capacité a supporter les plantes enracinées dans un environnement
naturel.

Le sol constitue le support de vie d' une trés grande variété d organismes vivants en
interactions continues (plantes, vers, nématodes, acariens, protozoaires, algues, champignons,
eubactéries, archaea, etc.) (Lahmar, 2001 ; Scow, 2004).

2. Définition delarhizosphere

Etymologiquement, le terme rhizosphére est issu de : rhiza "racine" et sphera "ce qui
entoure”. La rhizosphére, volume de sol soumis a I’influence des racines, est définie aussi
comme la couche de sol qui adhére fermement aux racines des plantes (Besttie, 2007). La
rhizosphere est une zone tres riche en nutriments, constituant une niche écologique stimulatrice

de diverses activités microbiennes (Bravin, 2008).

3. Rhizosphereet interaction plante-bactéries

Certaines bactéries du sol sont phytopathogenes. Elles sont responsables de pertes
économiques considérablesliées aleur pouvoir pathogéne vis-a-vis des plantes. Cependant, une
grande partie des bactéries telluriques est capable d’améliorer la croissance des plantes en
établissant des interactions symbiotiques ou non symbiotiques avec leur plante hote. D’ un autre
cote, les racines des plantes libérent une large variété de substances (divers acools, éhylene,
sucres, acides aminés, acides organiques, vitamines, nucléotides, polysaccharides et enzymes).
Ces molécules influencent consi dérablement les microorganismes environnants, constituant un
écosystéme rhizosphérigue trés favorable a leur croissance (Prescott, 2002).

La plupart des bactéries de la rhizosphére aident a leur tour, par mutualisme, les plantes
par la fixation de I’ azote atmosphérique, la dégradation de la matiére organique, ainsi que par
lastimulation dela croissance et |a protection des végétaux (Schmitt-Kopplin et al., 2007). D’un

autre coté, le sol exerce un effet sur les communautés microbiennes au niveau de larhizosphére
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en maintenant des pH, des aérations et des caractéristiques physico-chimiques différentes
(Marschner et al., 2001).

Ils existent des mécanismes d'associations trés spécifiques et complexes entre les plantes
et |es microorganismes. Ces associ ations peuvent étre responsable del’ induction de larésistance
et/ou de la tolérance des plantes a divers stresses biotiques et abiotiques. Les communautés
bactériennes du sol peuvent affecter directement la croissance des plantes par |a production de
molécules biologiquement actives, ou indirectement en affectant I’environnement qui les
entourent a travers la dégradation de la matiére organique et I’ @imination des phytopathogénes
(Boukerma, 2012).

II. Bactériesstimulatrices dela croissance des plantes (PGPR)

L’ utilisation des bactéries afin d’améliorer 1a disponibilité des nutriments et protéger les
plantes constitue actuellement I une des pratiques les plus utilisées en agriculture. les résultats
de cette démarche sont prometteurs et incitent a continuer les travaux dans cette approche
(Figueiredo et al., 2010).

1. Définition PGPR

Le terme PGPR, de I'anglais « Plant Growth Promoting Rhizobacteria », désigne les
rhizobactéries colonisant les racines tout en contribuant al’améioration de la croissance et de
la santé des plantes (Kloepper et al., 1980). La plupart des PGPR sont associées ala croissance
des plantes indirectement, via des atérations de la structure du sol et/ou de la rhizosphére
(Nautiyal, 2008).

Certains PGPR comme celles appartenant aux genres Pseudomonas, Azotobacter,
Azospirillum et Bacillus ont la faculté de produire ou de changer la concentration des
régul ateurs de croissance, de secréter des enzymes lytiques et de produire une large gamme de
molécules d'intérét agricole, participant a la stimulation de la croissance des plantes,
I’ &limination des phytopathogéenes et |a restauration de la qualité des terrains agricol es (Arshad,
1991 ; Ahmed, 2005 ; Arkhipova, 2005 ; Khakipour, 2008; Berge, 2011).
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2. M¢écanisme de stimulation de la croissance de la plante

2.1. Fixation del’azote atmosphérique

L'azote constitue 78% du volume total de I’atmosphére. C'est I'un des principaux
nutriments des plantes et un facteur limitant dans|es écosystémes agricoles. L'azote moléculaire
est un compose chimiquement stable. Il n'est pas assimilé par les plantes ou la majorité des
microorganismes (Golubyatnikov et al., 2013). Le recyclage de l|'azote repose sur sa
transformation de laforme atmosphérique (N2) alaforme organique qui retourne a son tour vers
I'atmosphére. L'interconversion de ses différentes formes azotées (fixation de |'azote,
minéralisation, nitrification, dénitrification ...) représente le cycle biogéochimique de I'azote,
principal ement constitué de processus biologiques dans lesguel s |es microorgani smes jouent un
réle prédominant. Métaboliquement, les microorganismes absorbent préférentiellement
['ammonium tandis que les plantes et certains microorganismes assimilent préférentiellement le
nitrate (Bertrand et al., 2015).

La fixation de I'azote dans le sol est un mécanisme important, principa ement assuré par
des microorganismes menant une vie libres (Azoarcus, Azospirillum, Burkholderia,
Gluconacetobacter, Pseudomonas, Azotobacter, Arthrobacter, Acinetobacter, Bacillus,
Enterobacter, Erwinia, Flavobacterium, Klebsiella, Acetobacter) ou des microorganismes
vivant en symbiose avec des plantes (Rhizobium, Mesorhizobium, Bradyrhizobium,
Azorhizobium, Allorhizobium et Snorhizobium). La fixation de I'azote est réalisée par une
enzyme hautement conservée et énergétiquement colteuse (16 ATP) appelée nitrogénase
(Reddy, 2014).

Tous les genres susmentionnés ont dé§a été décrits comme PGPR, assurant la fixation de
|'azote atmosphérique et favorisant la croissance et |e rendement des plantes (Zhang et al., 1996;
Cocking 2003; Tilak et a., 2006; Ashraf et al., 2012; Kumar et al., 2011; Santi et al., 2013;
Vermaet a. 2013; Miao et al., 2014, Sivasakthi et al., 2014, Guptaet al., 2015).

2.2. Production d’enzymes lytiques

Certaines bactéries produisent des enzymes mycolytiques, a savoir la chitinase, la 1,3-
glucanase et la 1,4-glucanase. Ces enzymes dégradent la paroi cellulaire fongique (Kumar,
Dubey et al. 2012). De telles enzymes sont également impliquées dans la dégradation de la

matiere organique. L’activité cellulasiqgue (exoglucanase et la cellobiase) contribue a

5
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I"enrichissement du sol par des nutriments et au renouvellement de la matiere organique.
D’autres activités enzymatiques (phosphatase, protéase, lipase, amylase, uréase etc.) jouent
également un réle non négligeable dans la dérgadation de lamatiére organique et |arestauration
des sols agricoles (Kandeler et al., 2002 ; Otajevwo et Aluyi, 2011).

2.3. Solubilisation du phosphateinsoluble

Apres l'azote, le phosphate le macronutriment le plus important pour la plupart des
processus biologiques chez les plantes (division cellulaire, transport d'énergie, signa
transduction, biosynthese des macromoléculaire, photosynthése, respiration etc.) et, par
conséquent, pour le développement delavie sur terre. |l est présent a des concentrations de 400-
1200 mg/kg de sol. Cependant, seulement 1 mg de cette grande quantité est sous une forme
soluble, tandis que le reste est rapidement immobilise, devenant inassimilable par les plantes
(Ahemad, 2014). Son cycle dans la biospheére peut étre décrit comme «sédimentaire», car il n'y
apas d'échange avec I'atmosphére (Rodriguez et Fraga 1999 ; Khan et al., 2014). Dansles sols,
le phosphore se présente sous des formes minérales (apatite, hydroxyapatite et oxyapatite ...) ou
des formes organiques telles que le phosphate dinositol (phytate du sol), les
phosphomonoesters, |es phosphodiesters et les phosphotries (Ahemad, 2014).

Il est important de mentionner qu'une grande partie du phosphore fournie aux terres
agricoles comme engrais est rapidement immobilisée (Oteino et al., 2015). En outre, le
processus de production traditionnelle d'engrais de phosphore est indésirable pour
I'environnement en raison de la libération de contaminants dans le produit principal, les sous-
produits toxiques et I'accumulation des métaux lourds dans le sol et les cultures en raison de
['utilisation répétitive d'engrais phosphoreux impures (Song et al., 2008 ; Sharmaet al., 2013 ;
Ahemad, 2015).

Pour éviter ces problémes, Certaines bactéries jouent un réle central dans tous les
processus de transformation du phosphate dans le sol. Gréace a leurs activités, des formes
insolubles et inaccessibles de phosphate sont hydrolysées en formes solubles par des procédés
de solubilisation (phosphate inorganique) et de minéraisation (phosphate organique).
L’immobilisation est la réaction inverse de la minéralisation, au cours de laquelle, les
microorganismes convertissent les formes inorganiques en phosphate organique (Chen et al.,
2006 ; Khan et al., 2010 ; Sharmaet al., 2013 ; Khan et al., 2014).
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Lasolubilisation du phosphate est I'un des traits les plus ciblés pour sélectionner un PGPR
efficace. Sashidhar et Podile ont signalé dans leur article revue publié en 2010 que, parmi
d'autres, des bactéries comme Achromobacter Xxylosoxidans, Azotobacter chroococcum,
Pseudomonas putida, Acetobacter diazotrophicus, Agrobacterium radiobacter, Arthrobacter
mysorens, Bradyr hizobium japonicum, Enterobacter aerogens, Gluconobacter diazotrophicus,
Rhizobium meliloti et Pantoea agglomerans Sont connus pour ére des solubilisatrices de
phosphate (Sashidhar et Podile, 2010 ; Sharma, 2011 ; Krishnargj et Dahale, 2014 ).

2.4. Sidérophoresbactériens

Les sidérophores sont des métabolites secondaires de faible poids moléculaire (500 a 1500
Daltons), dont le réle est d'extraire, solubiliser et de chélater le fer ferrique de nombreux
complexes minéraux ou organiques, le rendant accessible aux microorganismes (Neilands,
1995). IIs sont synthétisés et sécrétés, en réponse a des conditions de carence en fer, pour la
chdation et la solubilisation d’'ions ferriques. Ces molécules sont synthétiseées par une large
gamme d’ organismes tels que les bactéries, certains champignons mais aussi des organismes
supérieurs (certaines plantes monocotylédones) (Ratledge et Dover, 2000; Hider et Kong 2009).

Plusieurs études sur I'utilisation du fer par les plantes ont permis aux scientifiques de
distinguer deux stratégies utilisees pour I'acquisition du fer & partir du sol (Hider et Kong
2009).Dans le premier mécanisme, les chélateurs de fer sécrétés par les plantes forment un
complexe Siderophore-Fe** est immédiatement absorbé par le lemme du plasma. Dans le
second, le complexeforméaide amaintenir lesionsferriques en solution, puis|esexpose ensuite
ala surface de la racine ou ils sont réduits en ions ferreux (Fe**) et immédiatement absorbés
(Neilands, 1995 ; Vessey, 2003). En plus de ces deux stratégies, les plantes peuvent prendre
bénéfice des sidérophores microbiens (champignons et bactéries). Ces derniers sont synthétisés
pour chélater des traces d'ions ferriques présents dans I'environnement et les transporter a
I'intérieur des cellules grace a des récepteurs membranaires spécifiques (Guerinot, 1994 ; Das
et al. 2007 ; Meyer, 2007 ; Krewulak et Vogel, 2008).

2.5. Lesphytohor mones
L es phytohormones «hormones de croi ssance des plantes» sont des substances organiques
naturelles qui exercent, a faibles concentrations, une influence majeure sur pratiquement tous

les aspects physiologique de la croissance des plantes. L 'histoire éonnante des phytohormones
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a commenceé lorsgue Charles Darwin et son fils Francis (1880) ont décrit pour la premiére fois
leur rdle. Le nom Auxin a éé donné ala phytohormone découverte pour la premiéere fois en se
référant au mot grec avéewv «croitre ou augmenter» (Kende et Zeevaart, 1997 ; Arora, 2013).
L’ auxine est restée le seul synonyme de phytohormone jusqu'en 1937, lorsque Went et Thimann
(1937) ont publiéleur livre classique "Phytohormones'. Depuis, les gibbérellines, I'éthyleéne, les
cytokinines et I'acide abscissique forment, ensembles «les cing phytohormones classiques»
(Tran et Pal, 2014). Les phytohormones ne sont pas seulement produites par les plantes, une
grande variété de microorganismes (champignons, bactéries) et méme les algues peuvent les
synthétiser (Tarakhovskaya et al., 2007 ; Narayanasamy, 2013). Ainsi, la biosynthése des
phytohormones par les bactéries du sol constitue un outil clé par lequel elles améiorent la

croissance des plantes et régulent leurs processus physiologiques.

25.1. Lesauxines

L'acide Indole Acétique (AIA) est I'auxine naturelle la plus courante dans le monde
végétal. Elle a un effet positif sur la croissance des racines, la prolifération cellulaire et
["absorption des minéraux et des nutriments du sol par la plante (Miransari et al., 2014). Cette
phytohormone augmente le taux de développement du xyléme et des racines, contrble les
processus de croissance vegétative, initie laformation latérale et I’ adventice de laracine, affecte
laphotosynthése, laformation des pigments, labiosynthese de divers métabolites et larésistance
aux conditions stressantes (Spaepen et al., 2007 ; Vessey, 2003).

Le tryptophane (TRP) est un acide aminé couramment retrouvé dans les exsudats
racinaires. La biosynthése deI'AlA par les bactéries implique cing voies dépendantes du TRP :
voie de I'indole-3-acétamide, voie de I'acide indole-3-pyruvique, voie de latryptamine, voie de
I'indole-3-acétonitrile et voie de I'oxydase de la chaine latérale TRP ; et une voie indépendante
de TRP. (Spaepen et al., 2007 ; Etesami et al., 2009 ; Khan et al., 2014 ; Di et al., 2016).

25.2. Lesgibbérelines

L'histoire des gibbérellines a commencé en 1962 avec le champignon Fusarium
moniliforme (Gibberella fujikuroi sous sa forme sexuelle) lorsque Kurosawa (Japon) a décrit
I'existence de composés bioactifs dans le milieu de culture de ce champignon. En 1983, deux
autres japonais (Y akutat et Sumiki) ont isolé ces principes actifs sous forme de cristaux du
milieu de culture et les ont nommeés gibbérellines A et B (Takahashi et al., 1991).
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Actuellement, les gibbérellines comprennent une large gamme d'acides diterpéniques
tétracycliques qui régulent, en combinaison avec d'autres phytohormones, divers processus de
croissance des plantes impliquant la germination, |'alongement de la tige, la floraison, la
fructification, la promotion de la croissance des racines. Les gibbérellines sont également
impliqués dans larégulation de la dormance des bourgeons végétatifs et reproductifs et le retard
de la sénescence dans de nombreux organes (MacMillan et Suter, 1958 ; Takahashi et al., 1991
; Bottini et al., 2004; Kang et al., 2012; Niranjana et Hariprasad, 2014; Cassan et al., 2014). En
outre, le premier rapport de gibbérellines bactériennes était en 1988 avec la bactérie Rhizobium
meliloti (Maheshwari et al., 2015).

2.5.3. Lescytokinines

Les cytokinines sont soit des aminopurines N6-substituees, des composes d'adénine avec
un isoprene ou un isoprene modifié, du zéatine ou de la trans-zéatine. Ces molécules ont la
capacité dinfluencer les processus physiologiques et de développement des plantes. Les
cytokinines sont impliquées dans le contrble de la division cellulaire, du cycle cellulaire, la
senescence foliaire, la mobilisation des ééments nutritifs, la domination apicale, la formation
et 'activité des méristemes apicaux, le développement floral, la rupture de la dormance des
bourgeons et la germination des graines etc. (Niranjana et Hariprasad, 2014, Maheshwari et al.,
2015, Wong et al., 2015). A part leur libération par les racines des plantes, les cytokinines
peuvent également étre produites par les microagues, les bactéries, les champignons

mycorhiziens et les nématodes dans la rhizosphere (Reddy, 2014).

Pendant longtemps, les cytokinines sont considérées comme un caractere important pour
la sélection des PGPR. Par conséquent, plusieurs travaux ont évoqué le réle des cytokinines
produites par des bactéries comme Azotobacter, Azospirillum, Agrobacterium, Pseudomonas,
Paenibacillus, Bacillus, Achromobacter, Enterobacter et Klebsiella dans la régulation de la
croissance des plantes (Akiyoshi et al., 1987 ; Taler et Wong, 1989 ; Cornad et al., 1992 ;
Timmusk et al., 1999 ; Donderski et Gtuchowska 2000 ; Kampfer et al., 2005 ; Ortiz-Castro et
al., 2008).

2.5.4. Ethyléne
L'éthyléne est une hormone gazeuse produite par environ toutes|es plantes, mais auss par

des microorganismes (bactéries, champignons). Elle joue un rdle important dans divers
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processus de dével oppement végétal, tels que la sénescence desfeuilles, |'abscission desfedilles,
et lamaturation desfruits etc... (Primrose et Dilwortht, 1976 ; Considine et al., 1977 ; Vogel et
al., 1998 ; Gray et Smith, 2005).

Au début, I'éthylene était considéré comme une hormone du stress. Dans des conditions
inadéguates (salinité, sécheresse, stress di aux métaux lourds et aux pathogenes), les plantes
synthétisent des quantités élevées d'éthylene, entrainant une atération de leurs performances
physiologiques et dével oppementales. Plus tard, d'autres fonctions vitaes ont été attribuées a
I'éthylene (germination des graines, dével oppement des poils absorbantes, formation de racines
secondaires, nodulation, abscission desfeuilles et desfruits, sénescence desfleurs et desfeuilles
etc.) (Shaharoona et al., 2012 ; Ahemad et Kibret 2014 ; Bakshi et al., 2015 ; Shrivastava et
Kumar 2015).

2.6. ACC désaminase d’origine bactérienne

L'enzyme 1-aminocyclopropane-1-carboxylate (ACC) désaminase, synthétisee par une
large gamme de bactéries rhizosphériques, contribue a diminuer les quantités d'éthyléne
déléteres dans les tissus végétaux stressés. En présence de bactéries productrices d ACC
désaminases, une partie de 'ACC de la plante est confisquée et dégradée en a-kétobutyrate et
en ammoniac pour fournir de l'azote et de I'énergie, contribuant a la réduction des niveaux
d'éthyléne dans la plante. (Penrose et Glick 2003 ; Glick et al., 2007). De hombreux stresses
biotiques (virus, bactéries, champignons et insectes phytopathogenes) et abiotiques (salinite,
métaux lourds, sécheresse etc.) pourraient étre soulagés par des bactéries productrices de de
I'ACC désaminase (Shaharoona et al., 2012; Lugtenberg et Kamilova 2009 ). Récemment, la
production de cette enzyme est de plus en plus considérée comme un caractere utile dans la
sélection de PGPR. Parmi les microorganismes, les bactéries du sol appartenant aux genres
Agrobacterium,  Azospirillum, Alcaligenes, Bacillus, Burkholderia, Enterobacter,
Methylobacterium, Pseudomonas, Ralstonia, Rhizobium, Rhodococcus, Snorhizobium,
Kluyvera, Variovorax et Paradoxus sont largement étudiées et appliquées comme bactéries
productrices de |’ ACC désaminase (Saleem et al., 2007, Arshad et Frankenberger, 2002).
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Matériel et Méthodes

|. Echantillonnage

Cinq échantillons du sol sont prélevés au mois de Février 2017. IIs ont été aseptiquement

prélevés et immédiatement transportés au laboratoire afin de déterminer leurs propriétés

physicochimiques et I’ isolement des bactéries.

1. Echantillonnage du sol pour I’isolement de bactéries rhizosphériques

Quatre échantillons de sols rhizosphériques (1, 2, 3 et 4) ont été prélevés au niveau de la

wilaya de Bejaia. Le tableau ci-dessous précise la locaisation géographique, le type de la

rhizosphere (plante d origine) et le code de chaque échantillon.

Tableau | : Code et localisation géographique des échantillons utilisés pour I’ isolement.

Code de I’ échantillon  Localisation géographique

1

2
3
4

36°35'32.1"N 5°20'04.4"E
36°35'31.4"N 5°20'07.2"E
36°35'32.3"N 5°20'04.0"E
36°45'00.9"N 5°02'06.9"E

Plante Site

Feve Darguina
Laitue Darguina
Poireau Darguina

Medicago Universitéde Bgaia

Figure 1 : Echantillons des sols rhizosphérique utilisés pour I’isolement des bactéries. De
gauche adroite: (1) Féeve, (2) Laitue, (3) Poireau, (4) Medicago (originale).

11
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2. Echantillonnage du sol pour I’éudein vivo
Le sol utilise pour I’ étude in vivo de |’ effet des isolats bactériens sur la croissance du blé
est un sol agricole delaWilayade BgaiaCommune de Darguina: (36°35'31.2"N 5°20'06.6"E).

[l aétérecueilli dans des sacs en plastique et immeédiatement utilisé dans I’ expérience.

Figure 2 : Echantillonnage du sol pour I’ &udein vivo (originale).

3. Propriétés physicochimiques des échantillons de sol

3.1. pH

L'acidité d'un sol est déterminée par sa teneur en ions H*. Les valeurs pH-eau (acidité
effective) des échantillons de sol ont été déterminées selon le protocole suivant : Vingt-cing mL
d eau distillée ont été gjouté a 10g de sol préalablement tamise (<2mm) et séché a40°C dansun
Bécher. L’ ensembl e est agité pendant une heure. L’ éectrode d’ un pH-métre (Hanna Instrument-

HI 2210) est plongée dans la solution pour lalecture des valeurs de pH (Rouiller et al., 1994).

3.2. Conductivité éectrique

La conductivité éectrique d’'un sol est considérée comme un indicateur de sa salinité ;
plus un sol est salin, plusil est conductible. Pour la détermination de la conductivité électrique
de chague échantillon, 10g de sol ont été gjoutés a 50 mL d'eau distillée. Le mélange est agité
pendant 30 minutes puis laisser décanter. La conductivité éectrique (EC) est mesurée par un
conductimétre (Hanna Instruments-HI 98129) a partir du surnageant (Hardie et Doyle, 2012).

12
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3.3. Lecontenu humide gravimétrique

L'humidité d'un sol est souvent reportée comme le contenu humide gravimétrique
«gravimetric moisture content : ©g» qui, comme son nom I’indique, constitue le rapport entre
la masse d'un sol humide et la masse unitaire de ce méme sol a |’ éat sec. Pour ceux-ci, une
masse initialement connue de chagque échantillon a é&é séchée dans une étuve a une température
entre 165 et 175 °C. Elle est ensuite pesée a plusieurs reprises jusqu’ a ce que son poids fina se
stabilise. Lavaleur du contenu humide gravimétrique est donnée par laformule suivante (Pepper
et Gerba, 2004).

Og = (m-d)/d. Ou:
* Og: contenu humide gravimétrique,
* m:lamasseinitialed un sol (al’état humide),

» d:lamasse de ce méme sol aprés séchage (al’ état sec).

3.4. Matiere organiquetotale
Un gramme de chaque échantillon a été pesé dans un bécher de 250 mL et gjouté a10 mL
d eau distillée et 10 mL de H>O, 30%. Le bécher est par la suite couvert avec du papier
aluminium. Si laréaction n’est pas trop vigoureuse, le bécher est placé sur un bain de vapeur et
suivi jusgu’a ce que la réaction s arréte (formation plus de bulles). La digestion se termine
habituellement dans une heure. Le contenu du bécher est manuellement mélangé durant la
réaction afin d’amener les particules les plus |égéres de |la matiere organique en contact avec la
solution. A lafin deladigestion, I’ échantillon est séché & 105°C puis pesée a plusieurs reprises
jusgu’ a ce que son poids se stabilise (Huang et al., 2009).
La proportion de la matiére organique présente dans I’ échantillon de sol est déterminée
par laformule suivante :
MOT (%)= Psec /Porigina. OU :
* MOT : Matiere Organique Totale,
* P : lamasse del’ échantillon avant traitement,

* Puoigina : lamasse de I’ échantillon apres traitement et sechage.

13
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4. Procédured’isolement

L’isolement des bactéries a été effectué par la méthode des suspensions-dilutions selon le

protocol e suivant.

4.1. Préparation desdilutions

10 g de chaque échantillon de sol ont été additionné 290 mL d' eau distillée stérile et agiter
pendant quelgues minutes a une température ambiante ;

Des tubes a essais contenant 9 mL d’ eau distillée stérile ont été préparés ;

A I'aide d'une micropipette, 1 mL de la suspension mére (10%) a été stérilement prélevé
puis gjouté au premier tube a , congtituant la premiere dilution (107?) ;

Des dilutions décimal es successives (jusqu’ a 10°6) ont été préparées de |la méme fagon.

4.2. Ensemencement et incubation des boites

Le milieu de culture Luria Bertani (LB) agar (10 g Tryptone, 5 g NaCl, 5 g extrais de
levure, 18 g Agar, pH 7.2) a été utilisé pour I'isolement des bactéries a partir des dilutions
préparées.

A partir de chaque dilution, un volume de 1 mL a éé étalé al’ aide d’ un écouvillon stérile
sur une boite de Pétri contenant le milieu LB agar.

Les boites ont été incubées dans une étude & une température de 30°C pendant 24 a 48 h.
A lafin de lapériode d’incubation, les colonies isolées a aspect différent ont été repiquées sur

le méme milieu de culture, codifié de A aJ puis conservé pour une utilisation ultérieure.
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1. Effet desisolats sélectionnés sur la croissance du blé

Dans cette expérience, |'effet des isolats obtenus a éé testé sur la germination et la
croissance des graines de blé. Pour cela, le sol récolté pour I’ étude in vivo a été tamise, stérilise
al’autoclave (120°c pendant 20 minutes), mélangé avec de la tourbe stérile (50/50 : volume/
volume) puis physi co-chimiquement caractérise. Enfin, la mixture obtenue a éé equitablement

répartie sur 210 pots (10 cm x 5¢cm) (Figure 3).

Figure 3 : sol agricole utilisé pour |’ éude in vivo (originale).

1. Originedesgraines:
Les graines de blé dur, Triticum durum, varié&té BOUSSALEM, récolte de la saison

(annexe 1), ont été fournies par |’ Office Algérien Interprofessionnel des Céréales-Union des

Coopératives Agricoles, Béaia-Algérie (Figure 4).

Figure 4 : Graines de Triticum durum variété BOUSSALEM (originale).
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2. Préparation desinocula bactériens
Les isolats obtenus ont été repiqués sur le milieu de culture LB liquide, incubés pendant
24 ha30°C, puislavés 3fois avec del’ eau physiologique stérile. Le lavage a été réalisé comme

suit :

o Les cultures obtenues ont été centrifugées a 3000 rpm pendant 10 min ;

o Les surnageant de chague culture a éé stérilement écarté et remplacé avec un méme
volume d’ eau physiologique stérile ;

o Le contenu de chague tube a éé vortexé puis centrifugé dans les mémes conditions ;

o Le surnageant a éeé éiminé a nouveau et I’opération du lavage a été répétée en
triplicata.

3. Désinfection et bactérisation des graines
Les graines ont été stérilisées par la méthode de Gotz et al. (2006) selon les trois étapes

suivantes :

e Lesgraines ont éé mises dans une solution d’ éthanol 70% pendant une minute sous
une |égére agitation manuelle ;

e Justeapres, les graines ont été resuspendus dans une solution d’ hypochlorite de sodium
(eau javel) 12% pendant 15 minutes;

o Les graines ont été lavées avec |’ eau digtille stérile asix reprises afin de se débarrasser
desrésidus de chlore;

o Enfin, les graines désinfectées ont été plongées dans les suspensions bactériennes a

raison de 15 graine/souches, puis laissé sous agitation |égére pendant 30 min.

4. Protocol expérimental

Les graines obtenues ont été semées dans les pots remplis du mélange sol/vermiculite a
raison de 3 graines par pot et 5 pots par souche. Les pots ont été placés sur paillasse a une
température ambiante et une photopériode naturelle.

Les pots ont été régulierement irrigués avec le méme volume d’ eau de robinet (5mL/pot)
afin d éviter la déshydratation.
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Le nombre de graines germées dans chaque pot a été déterminé chaque deux jours a partir
du jour 4 et poursuivi jusqu’ au 8™ jour.

A la fin de la deuxiéme semaine, les plantules de blé obtenues ont é&é soigneusement
arrachees et débarrassées de |’ exces du sol sur leurs racines.

Lataille de latige, de laracine, le poids frais et |le poids sec de chague plantule ont été
déterminés. Le poids sec des plantules est mesuré apres séchages des plantules récolté a 40°C

pendant 3 jours a une semaine.

II1. Caractérisation phénotypique et fonctionnelle desisolats sélectionnés
Les isolats ont été testés pour leur mobilité, leur Gram et leur capacité a solubiliser le

phosphate tricalcique, a produire de I’ AlA et afixer I’ azote atmosphérique.

1. Mobilitébactérienne et coloration de Gram

Les deux tests mobhilité bactérienne et coloration de Gram ont été réalisés selon le
protocole de Prescott (2002).

2. Solubilisation du phosphatetricalcique

Les isolats ont été testés pour leur capacité a solubiliser le phosphate tricalcique
[Cas(POs4)2]. Laméthode des disgques d’ agar a ée importée sur le milieu de Pikovskaya (PKV)
(annexe I1). La capacité d'un isolat a solubiliser le phosphate inorganique est indiquée par
I” apparition un halo clair autour du disque d’ agar et cela apresincubation a27°C pendant 7 jours
(Sagervanshi et al., 2012).

3. Production del’ Acide 3-Indole Acétique (AlA)

Laproductiond’ AlA par les isolatsaététestée en utilisant lemilieu LB liquide additionné
de 1% de tryptophane. Le milieu est ensemencé par 100 L d’'une culture jeune de I'isolat a
tester puis incubé a 30°C pendant 24h.

Aprés incubation, 1,5 mL de chaque culture a été transféré dans des microtubes et
centrifuger atempérature ambiante (9500 x g) pendant 2 min. 1 mL du surnageant a été transfére
dans des tubes, ensemble avec 1 mL du réactif de Salkowski (1 ml de 0,5 mol/L FeCls et 49 ml

de HCIO4 a 35%). Une demi-heure plus tard, |'absorbance a 350 nm a été mesurée. Les valeurs
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d AlA produite par chague souche sont calculées par extrapolation sur une courbe standard
préparée de laméme fagon avec de I'AlA pure (Sigma-Aldrich ®) (Bric et al. 1991).
Le développement d'une couleur rose apres I’ addition du réactif de Salkowski indique la

production d'AlA par I'isolat.

4. Fixation del’azote atmosphérique

Afin d’ éudier la capacité des isolats afixer |’ azote atmosphérique, 100 uL de la culture
ont été ensemenceés dans des tubes a essai s contenant le milieu minimum de Dworkin et Foster
(DF minimal salt medium) dépourvu de toute source d’ azote (annexe I1).
Le milieu DF est préparé en mélangeant le volume total de la premiére solution minérale avec
0.1mL de la solution d oligo-éléments 1 et 0.1 mL de la solution d' oligo-éléments. Le milieu
est distribué dans des tubes a essais a raison de 5 mL/tube avant autoclavage.

Apres ensemencement, les tubes ont été incubés sous agitation 120 rpm pendant 4 a5
jours. La capacité d un isolat afixer de |’ azote atmosphérique se traduit par I’ apparition d un

trouble dans le tube. Ce test a été répété en duplicata.

V. Analyse statistique

1. Tedset logiciels utilises

Les résultats de I’ étude in vivo ont été analysés en utilisant le test One-way ANOVA sur
lelogiciel GraphPad Prism (V. 06).

L’ étude des corré ations entre les propriétés physi cochimiques des échantillons du sol, les
caractéres fonctionnel s/phénotypiques des isolats bactériens a partir desquels ils sont issus et
leur effet sur la croissance du blé a été menée par analyse des composantes principales (ACP).
Letest aétérédiséen utilisant lelogiciel XLSTAT.

2. Détermination desvariables pour I'ACP
e Lamobilité bactérienne de chaque isolat a été visuellement déterminée et exprimée par
un score variant de O (immobile) & 3 (tres mobile). La mobilité bactérienne dans un échantillon
est déterminée par la somme des scores obtenus pour tous les isolats au sein de cet échantillon.
e Le nombre total des bactéries Gram (+) au sein d’un méme échantillon a également

constitué une autre variable aintégrer dans|’ ACP.
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e Lacapacité d'un isolat a fixer de I’azote atmosphérique a été exprimée par un score
déterminé selon la densité optique obtenue a la fin de I’incubation sur un milieu exempt
d azote:

- Score=0 (DO =0 absence de culture) ;
- Score=1(0<D0<0.2 : une culture adensitéfaible) ;
- Score= 2 (0.2<D0<0.6 : une culture a densité moyenne) ;

- Score =3 (D0O>0.6 : une culture a densité forte).

La fixation bactérienne de I’ azote atmosphérique dans un échantillon est déterminée par

la somme des scores obtenus pour tous les isolats au sein de cet échantillon.

e La production moyenne d’AlA au sein d’un méme échantillon est déterminée par la
moyenne total e des quantités obtenues pour chague souche au sein d’ un méme échantillon.

e La solubilisation du phosphate tricalcique de chaque isolat a été déterminée par son
indexe de solubilisation. Pour chague échantillon, I'activité phosphatasique totale a été
déterminée par lamoyenne des indexes obtenus pour chague isolat, multipliée par un coefficient
représentant |e pourcentage des isolats ayant donnés un résultat positifs pour ce test.

o L’effet global del’ ensemble desisolats issus d’un méme échantillon sur lagermination,
le poids frais/sec et la taille tige/racine a été déterminé par la moyenne des effets séparés de
chaque isolats issus de ce méme échantillon.

e Les propriétés physicochimiques des échantillons du sol ont constitué les autres
variablesinclues dans !’ ACP.
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|. Propriétésphyscochimiquesdu sol

Le pH des échantillons utilisés pour I'isolement, ainsi que celui du sol utilisé pour
I’ étude in vivo sont |égerement alcalins. Les valeurs des pH obtenues varient de 7,19 pour
I”échantillon 2 & 7,80 pour I’échantillon 4. D’autre part, les mesures de la conductivité
électrigue des 4 échantillons ont déemontré que seul e sol 2 est salin (conductivité électrique
supérieure a 4 ds/m3). Les échantillons 1, 3 et 4 sont caractérisés par des valeurs de

conductivité électrique de 3,63 ; 3,36 et 2,46 respectivement.

La mesure de la matiére organique totale dans les échantillons a montré que le
contenu en matiere organique de I'échantillon 4 est le plus élevé (82%), les autres
échantillons ont présenté des proportions de matiere organique qui varient de 69 (échantillon
1) & 73% (échantillon III). En outre, I’échantillon 1 semble étre le plus humide avec un Og
de 0.49. Tandis que, I’ échantillon 4 a donné le plus faible contenu humide gravimétrique

avec un ©g =0,22.

Les résultats des propriétés physicochimiques des échantillons de sol utilisés pour

I"isolement, ainsi que celui utilisé pour I’ éude in vivo sont résumeés dans le tableau 11.

Tableau I : Propriétés physicochimiques des échantillons de sol.

Echantillon pH MOT (%) CHG (©g) CE (ds/m°)
1 7.66+0.056 69 0.49 3.63+0.090
2 7.19+0.049 71 0.43 4.89+0.007
3 7.60+0.014 73 0.43 3.36+0.035
4 7.80+0.330 82 0.22 2.46+0.120
Sol pour I’ éude in vivo 7.90+£0.028 79 0.23 3.58+0.049

MOT (matiére organique total), CHG (contenu humide gravimétrique), CE (conductivité électrique).

II. Caractéres phénotypiques et fonctionnels desisolats
Dix isolats bactériens a aspects différents ont été purifiés de chaque échantillon de

sol.

1. Caracteresphénotypiques
Sept sur un total de dix souches isolées de |’ échantillon 1 (70%) sont Gram + et 5/10
(50%) des souches obtenus des 3 échantillons 2, 3 et 4 sont Gram +. Toutefois 70, 60, 40 et
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50% des isolats issues des échantillons de sol 1, 2, 3 et 4 respectivement sont mobiles.
Concernant la forme des cdllules, la forme bacillaire caractérise 70, 90, 100 et 90% des

isolats issus des échantillons 1, 2, 3 et 4, respectivement (tableau I11).

Tableau |11 : résultats des caractéres phénotypiques desisolats.
Caractéres phénotypiques
Souche  Gram Forme Mobilité | Souche Gram Forme Mobilité

1-A - Cocci ++ 3-A - Bacille ++
1-B + Bacille - 3-B + Bacille +++
1-C - Bacille - 3-C - Bacille ++
1-D - Bacille ++ 3-D + Bacille -
1-E + Bacille + 3-E - Bacille -
1-F + Bacille + 3-F - Bacille -
1-G + Bacille +++ 3-G - Bacille -
1-H + Cocci + 3-H + Bacille -
1-l + Cocci + 3 + Bacille ++
1-J + Bacille - 3-J + Bacille -
2-A - Bacille +++ 4-A + Bacille -
2-B + Bacille +++ 4-B - Bacille -
2-C - Bacille +++ 4-C - Bacille +++
2-D - Bacille ++ 4-D + Bacille +
2-E + Cocci - 4-E - Cocci -
2-F - Bacille +++ 4-F - Bacille +++
2-G + Bacille - 4-G + Bacille -
2-H + Bacille +++ 4-H - Bacille -
2-1 - Bacille - 4-| + Bacille +
2-J + Bacille - 4-J + Bacille ++

(-) : immobile, (+) faiblement mobile, (++) moyennement mohile, (+++) trés mobile.
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Les bactéries Gram + ont une couleur violet et |es bactéries Gram - ont une couleur rose.

(Figureb).

Figure5: Coloration de Gram des deux isolats 1-B (Bacille Gram +) et 3-E (Bacille Gram -).

2. Production d’Acide 3-Indole Acétique (AlA)

La phytohormone AlA a été produite par toutes les souches testées, |es concentrations

détectéesvarient de 4,63 pour I'isolat 1-1 213,28 pg/mL pour I’isolat 3-B. Les concentrations

d AlA au sein desisolatsdel’ échantillon 1 varient de 4.63 pour lasouche 1-1 a12.24 pg/mL

pour lasouche 1-G. Parmi lesisolatsdel’ échantillon 2, lasouche 2-H aproduit leplusd’ AIA

(8,22 ng/mL). En outre, la production moyenne d’AlA par |I’ensemble des isolats issus de
chague échantillon est de 6,78 ; 5,48 ; 7,95 et 7,95 pg/mL pour les échantillons 1, 2, 3 et 4,
respectivement (Tableau 1V).

Tableau IV : Résultats de laproduction del’ AIA

Isolat  AIA (pg/ml) Isolat AlA (ug/ml) | Isolat  AlA (pg/ml) | Isolat AlA (ug/ml)
1-A 525%0.53 2-A 5.02 +0.50 3-A  7.39+0.74 4-A 6.02 +0.60
1-B 5271052 2-B 5.22 +0.52 3-B 13.28+1.33 | 4B 5.70 £+0.57
1-C  11.68+1.16 2-C 5.34 +0.53 3-C  6.66+0.66 4-C 9.98 +0.99
1-D  6.68+0.67 2-D 6.20 £0.62 3-D 5.62+0.56 4-D 7.75+0.77
1-E  5.09+0.51 2-E 4.80+0.48 3-E  13.0+1.30 4-E 10.04 +1.00
1-F 5.60 +0.56 2-F 5.02 +0.50 3-F 1046 +1.05 | 4-F 5.67 £0.57
1-G  1224+122 2-G 4.82+0.48 3-G  6.34+0.63 4-G 9.45 +0.95
1-H  6.01+0.60 2-H 8.22 +0.82 3-H 5.24+0.52 4-H 6.45 +0.65
1 4.63 +0.46 2-| 5.08 +0.51 3 6.24 +0.62 4-| 9.26 +0.93
1-J 5.33+0.53 2-J 5.05+0.51 3-J 5.22 +0.52 4-J 9.12+0.91
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3. Solubilisation du phosphatetricalcique:

Lesrésultats de solubilisation du phosphate trical cique ont été exprimés par I’index de
solubilisation (Pi index). Ce dernier a été mesuré selon |’ équation suivante : Pi index =
[ (diamétre colonie + diamétre de la zone)/diamétre coloni€]. Dix souches parmi |es bactéries
isolées ont montré une zone claire autour de leurs colonies une fois repiquées sur le milieu
de Pikovskaya. Ainsi, les valeurs de Pi index varient de 1,35 pour I'isolat 3-1 a 1,65 pour
I"isolat 4-H. Egalement, I'isolat 1-F est le seul isolat de I’échantillon 1 ayant révélé un
pouvoir solubilisateur de phosphate avec un Pi index = 1,41. Troisisolats de |’ échantillon 2
(B, E et G), trois de I’échantillon 3 (B, E et 1) et trois de I’ échantillon 4 (B, C et H) ont
montré une capacité a solubiliser le phosphate tricalcique (Tableau V ; Figure 6).

Tableau V : Résultat du test de solubilisation de phosphate tricalcique.

Souche Moyenne
1-F 141+0
2-B 137+0.1
2-E 144+02
2-G 15+0.08
3B 150

3-E 1.38+ 0.06
3 1.35+0.07
4-B 141+0.1
4-C 137+02
4-H 1.65+£0.1

Figure 6 : Solubilisation du phosphate tricalcique par les 3 isolats 2-G, 3-1 et 1-F sur le milieu
Pikovskaya.
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4. Fixation del’azote atmosphérique:

Sur un total de 40 isolats testés, 22 sont capables de fixer |’ azote atmosphérique sur le
milieu Dworkin et Foster (DF minimal salt medium). En outre, 40% des isolats de
I” échantillon 1 ont donné des cultures positives a la fin du test. 60% des isolats issus des
échantillons 2 et 3 sont des fixateurs d azote. Remarquablement, tous les isolats de
I” échantillon 4 sont capables de croitre sur le milieu DF exempte de toute source d’ azote.
Les résultats détaillés du test de lafixation d’ azote sont affichés dans le tableau V1.

Tableau VI : résultat de lafixation d’ azote atmosphérique

Souche Fixation de |’ azote Score Souche Fixation de |’ azote Score
1-A ++ 2 3-A + 1
1-B + 1 3B ++ 2
1-C - 0 3-C + 1
1-D +++ 3 3-D - 0
1-E - 0 3-E - 0
1-F + 1 3F - 0
1-G - 0 3-G + 1
1-H - 0 3-H - 0
1-1 - 0 3 +++ 3
1-J - 0 3J + 1
2-A - 0 4-A o+ 3
2-B +H+ 3 4-B ++ 2
2-C +H+ 3 4-C ot 3
2-D o 2 4D ++ 2
2-E +H+ 3 4-E + 1
2-F ++ 2 4-F ++ 2
2G - 0 4-G ++ 2
2-H + 1 4-H + 1
2 - 0 4 4+ 3
2 0 4-J + 1

(-) : Score=0 (DO = 0 : absence de culture) ; (+) Score = 1 (0<DO<0.2 : une culture a densité faible) ; (++)
Score = 2 (0.2<D0<0.6 : une culture a densité moyenne) ; (+++) Score = 3 (DO>0.6 : une culture a densité
forte).
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1l. Résultatsdel’ é&udein vivo

1. Effet dessouchessur la germination desgraines

Pour lesisolats de I’ échantillon 1, la souche 1-B a permis d’améliorer |e pourcentage
de germination de 46,33 % témoin non inoculé a 93,33 %. La souche 1-D a également
amélioré le pourcentage de germination a 80 %. Cependant, la souche 1-J a provoqué une
réduction non significative du pourcentage de germination avec un succes de germination
de seulement 33,33% du nombre totale des graines inocul ées. En outre, les souches 1-E, 1-
F et 1-G ont stimulé le pourcentage de germination a 73.33, 66.66 et 73.33 %,

respectivement.

Concernant les isolats de I'échantillon 2, les souches 2-C et 2-D ont augmenté le
pourcentage de germination a 86,66 %. Par ailleurs, les souches 2-B, 2-H n’ont montré
aucune amélioration du pourcentage de germination par rapport au témoin non inoculé
(46,66%). Les autres isolats issus de cet échantillon n’ ont apporté aucun effet remarquable
par rapport au témoin non inocul é.

Lasouche 3-B isolée del’ échantillon 3 semble avoir le meilleur effet sur lastimulation
de lagermination des graines de blé. Ainsi, les pots inocul és avec cette bactérie ont présenté
le pourcentage de germination le plus éevé (93,33 %). D’autre part, certaines souches
comme la souche 3-F ont provogqué une amélioration légere du taux de germination (53,33
%). Cependant, une réduction remarquable du taux de germination a été remarquée dans les

pots inoculés avec I'isolat 3-H (seulement 6,66% des graines ont germé).

La souche 4-B issue de I’échantillon 4 a permis d’améliorer le pourcentage de
germination a 66,66 %. Cependant, les deux souches 4-G et 4-E issues de ce méme
échantillon ont provogués une diminution du pourcentage de germination a 40 et 13,33 %,
respectivement. Les résultats détaillés de |’ effet des quarante souches sur la germination des

graines de blé sont affiché danslafigure 7.
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Figure 7 : Pourcentage final de germination des graines en présence des 40 souches. * : différence
significatif (p<0.05).
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2. Effet dessouchessur latailleet les poidsfrais/secs des plantules

2.1. Effet dessouchesdel’ échantillon 1

La taille moyenne des racines des plantules de blé a été |égérement améliorée sou
I effet de la souche 1-1 (11.5 cm par rapport au témoin : 10.08 cm). Cependant, la souche 1-
C aprovoquer une diminution légere de lataille des racines (8.28 cm). Concernant lataille
de la tige, la souche 1-F semble avoir le meilleur effet (avec une valeur de 24.21 cm par
rapport au témoin : 22.07 cm).

Par ailleurs, la souche 1-F a permis d’ augmenter le poids frais des plantules jusqu’ a
0.4 g en moyenne (témoin non inoculé : 0.33 g). Cependant, la souche 1-J a provoqué une
diminution du poidsfraisdesplantulesa0.24 g. En outre, lasouche 1-D apermisd’ améliorer
significativement amélioré e poids sec des plantules avec une valeur de 0.038 g par rapport
au témoin : 0.028 g. Toutefois, la souche 1-G a provoqué une diminution du poids sec des

plantules &0.024g (figure 8).
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Figure 8 : Effet des souches de I’ échantillon 1 sur lataille des racines (A : cm), destiges (B : cm),
le poids frais (C : g) et le poids sec (D : g) des plantules de blé aprés 15 jours de croissance. T :
témoin. * : différence significative (p<0.05).
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2.2. Effet dessouchesdel’ échantillon 2

Les deux souches 2-D et 2-F ont significativement amélioré la taille des racines de
10.08cm (témoin non inocul€) a13.06 et 12.27 cm, respectivement. Cependant, la souche 2-
B a provoqué une diminution significative de lataille des tiges a 7.35 cm en moyenne. De
plus, lasouche 2-F alégerement améliorélataille destiges de 22.07 cm (témoin non inocul €)
a23.53 cm en moyenne.

La souche 2-D a augmenté le poids frais des plantules de 0.33 g (témoin) 4 0.41 g,
aors que I’inoculation par la souche 2-1 a diminué le poids frais des plantules a 0.24g.
Concernant le poids sec, la souche 2-E a augmenté le poids sec des plantules de 0.029 g
(témoin) 20.036 g. Cependant, la souche 2-J alégerement diminué le poids sec des plantules
a 0.026 g. Les résultats détaillés de I’ effet des souches isolées de I’ échantillon 2 sur les

différents parametres de croissance du blé sont résumé dans lafigure 9.
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Figure 9 : Effet des souches de I’ échantillon 2 sur lataille des racines (A : cm), destiges (B : cm),
le poids frais (C : g) et le poids sec (D : g) des plantules de blé apres 15 jours de croissance. T :
témoin. * : différence significative (p<0.05), ** : différence significative (p<0.005).
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2.3. Effet dessouchesdel’ échantillon 3

Aucun effet significatif sur les parametres de croissance de blé n’ a été observé avec
les isolats de I’ échantillon 4. Cependant, L’isolat 3-G a légerement amélioré la taille des
racines de 10.08 (témoin non inoculé) a 11.13 cm. Contrairement a ¢a, I'inoculation des
graines par la souche 3-H a provoqué une diminution remarquable de la taille des racines a
6 cm en moyenne. En outre, toutes les souches ont |égerement améliore lataille des racines
(effet statistiquement non significatif).

Les deux souches 3-A et 3-B ont |égerement augmenté le poids frais des plantules de
0.33 g (témoin) a 0.4 g/plante. De plus les mémes souches ont permis d’ augmenter le poids
sec des plantules de 0.029g/plante (témoin) a 0.037 g/plante en moyenne. Néanmoins,
I”inoculation par lasouche 3-H aprovoqué une diminution du poids sec des plantules a0.025
o/plant en moyenne (figur e 10).
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Figure 10 : Effet des souches de I’ échantillon 3 sur lataille des racines (A : cm), destiges (B : cm),

le poids frais (C : g) et le poids sec (D : g) des plantules de blé apres 15 jours de croissance. T :
témoin.
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2.4. Effet dessouchesdel’ échantillon 4

La plupart des souches isolées de I’ échantillon 4 ont |égerement amélioré la taille des
racines des plantules de blé (4-B, 4-D, 4-F, 4-G). Cependant, La souche 4-C a
significativement contribué al’ amélioration de lataille des racines de 10.08 cm en moyenne
(témoin) a14.42 cm par plantule. D’ autre part, la souche 4-E alégerement amélioré lataille
destiges de 20.98 cm (témoin) a 26.15 cm. Contrairement, la souche 4-J qui a provoque une
diminution de lataille des racines a 17.31 cm en moyenne.

Toutes les souches ont augmentées le poids frais des plantules de fagon non
significatives a |’ exception de I'isolat 4-H. Cette derniere a significativement contribué a
I”amélioration du poids frais des plantules de 0.33 g (témoin) a 0.53 g/plante en moyenne.
La souche 4-H a contribué remarquablement a augmentation de poids sec des plantules de
29 mg en moyenne (témoin) a 45 mg/plantule (figure 11).

- N -
20 ¢ 40
<
= © o~ ﬁ gcog
T 2 < S o 3 g @ < 8 g
- *|% . © 4 o N = o N
158. - =} 30N N2 TN
= 1 T T

—17.31

10+ 20

o (¢, ]
L 1
- —10.11
R/
>
¥,
0 1 25

o |
% |
% |
7
%
»
%
%
o |
2
%
%
%
7
L9

* S 14
—i11.44
—10.17
B —11.21
=
o o
L 1
B —124.12
L/
O

=]
[=]

0.8- 0.06- 2
3 ¢ o = 9
o [{e) n O © [s2]
0.6- 2 0 . 9 OT%_C,, g§§§§§§8*1§8
T S s @ <2 3 XS 2 0042 T s 2 =
337712 s "o d Lo
041 $ o | T
0.02-
0.2-
0104 T T T T T T 0-00¥ T T T T T T
R\ SN VI N S IR o SEN VI ZEN RN S S

El

Figure 11 : Effet des souches de I’ échantillon 4 sur lataille des racines (A : cm), destiges (B : cm),
le poids frais (C : g) et le poids sec (D : g) des plantules de blé apres 15 jours de croissance. T :
témoin. * : différence significative (p<0.05), ** : différence significative (p<0.005).
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V. Analyse des composantes principales (ACP)

L’ ACP est une méthode d’ analyse descriptive dont I’ objectif est de représenter sous
forme graphique I’essentiel de I'information contenue dans un tableau de données
quantitatif. Ainsi, dans un tableau a plusieurs variables (j) les observations auxquelles les
variables sont attribuées sont représentées dans un espace multidimensionnel (j dimensions).
L’ ACP permet donc de représenter ces résultats dans un espace bidimensionnel appelé (plan
principal) tout en minimisant les déformations liées a cette projection. Les deux plans sont
donc choisis d'une fagcon a garder (en deux dimensions) le maximum d'informations

contenues dans le tableau principal.

1. Tableau utilisé pour I'ACP

Un tableau constitué de 4 observations (les quatre échantillons du sol) et de 14
variables regroupant les parameétres de croissance étudiés, les propriétés physicochimiques
des échantillons du sol et les caractéeres fonctionnel s et phénotypique des 40 isolats (T ableau
VI11). L analyse avait pour objectif ladétection d’ éventuelles corrél ations entre | es propriétés
physicochimiques des échantillons du sol, I’ effet des bactéries a partir desquels elles sont

issues et les propriétés phénotypique et métaboliques de ces derniéres.

Tableau VII : I'ensemble des variables utilisées pour |’ analyse de I’ ACP.

TT TR PF PS GER PH MO EC HU IAA PHOS AZ MOB G

El 926 21,44 031 0030 6533 766 069 3635 048 6,78 014 7 7,7 7

E2 978 2193 033 0031 6733 7,19 071 48% 043 548 043 14 102 5

E3 970 2232 036 0033 5999 76 0,73 3365 043 795 042 9 3,6 5

E4 1131 2282 041 0036 3939 7875 08 246 022 795 044 20 5 5

(E1-E4) : les quatre échantillons du sol (observations) ; TT : taille tige, TR :taille racine, PF :poids frai,
PS :poids sec, GER :germination, MO :matiére organique, EC :conductivité électrique, HU :humidité, AIA :
acideindole acétique, PHOS :sol ubilisation du phosphate, AZ :fixation d’ azote atmosphérique, MOB :mobilité,
G :Gram.
2. Etudesdescorréationsentrelesdifférentesvariables:

L’ objectif de I’ACP dans notre étude est de cherché d’ éventuelles corrélations entre
les parametres physicochimiques des échantillons de sol utilisé pour I'isolement des

bactéries, les propriétés phénotypiques et fonctionnelles de ces bactéries et leurs effets sur
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la croissance du blé dur (germination, taille des tiges/racines et poids frais/sec). La fagon
dont ces paramétres ont été déterminés est expliquée dans lapartie « matériel et méthodes ».

Les deux axes F1 et F2 (variables théoriques) a partir desguels les graphes
bidimensionnels ont été obtenus et ont représenté 71.01 et 20.47% de la variance. lIs
permettent de représenter le maximum de résultats dans le tableau (91.8% de la variance est
décrite). Ce pourcentage est largement suffisant pour une ACP ainterprétation significative
(Figure 12).

Scree plot
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Figure 12 : Un scree plot montrant les valeurs propres relatives pour les
composants principaux generés pour les variables mesurées. Lafigure montre
les contributions plus élevées des deux premiers facteurs ala variabilité des
observations (les axes F1, F2 et F3).

3. Matricedescorréations

Les valeurs de corréation (Pearson) entre les différentes variabl es de notre éude sont
déterminéesdansletableau VII1 et lesfigures 13, 14. Desvaleurs de corrélations positives
élevé (>0.90) sont constatées entre les parameétres de croissance des plantules de blé (TT,
TR, PF, PS). Cependant, le pourcentage final de germination des graines est négativement

corrélé aux autres parameétres de croissance (des valeurs de corréation inferieures a -0.86).

Des vaeurs de corréations positives faibles (0.46<n<0.69) sont observées entre les
valeurs de pH des échantillons de sols et |es paramétres de croissance obtenus sous |’ effet
des bactéries a partir desquels elles sont issues. Néanmoins, une corrélation négative

moyenne (-0.78) a été observee entre les valeurs de pH et la germinabilité des graines.
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Les valeurs de la matiére organique dans les échantillons du sol sont positivement
corrélées aux paramétres de croissance TT, TR, PF et PS (n>0.9), mais négativement
corrél ées au pourcentage des graines germées. D’ un autre c6té, les proportions de lamatiere
organique des échantillons de sol sont |égérement corrélées a leurs valeurs respectives de
pH.

Selon les résultats de I’ ACP, la conductivité éectrique des échantillons de sol est
négativement corrélée (-0.6 < n < -08) aux parametres de croissance (TT, TR, PF et PS) de
blé sous I’ effet des isolats testés a partir de chague échantillon respectif. Cependant, elle est
positivement corrélée a I'effet des isolats sur la germination des graines (n=0.85) et
négativement corrélée aux valeurs des pH et aux contenus en matiére organique de ces

mémes échantillons (n) = -0.97 et -0.75, respectivement.

On constate également que | e contenu humide gravimeétrique de chaque échantillon est
négativement corrélé aux parametres de croissance TT, TR, PF et PS (n < -0.87). D’ autre
part, I’humidité d’ un échantillon est positivement corrélée a I’ effet de ses isolats sur la
germination des graines de blé, mais négativement corréée a son contenu en matiere
organique (n=-0.97) et positivement corrél ée a sa conductivité éectrique (n=0.67).

Tableau VIII : matrice de corrélation selon la méthode de Pearson.

TT TR PF BS GER PH MO EC HU IAA PHOS AZ MOB G
TT 1 0,890 0938 0916 -0,945 0532 0983 -0,642 -0998 0459 0605 0938 -0,356 -0,559
TR 0890 1 0971 0955 -0862 0460 0930 -0632 -0878 0625 0805 0,784 -0614 -0,782
PF 0938 0971 1 0,99 -0957 0637 0982 -0,773 -0937 0,702 0648 0,790 -0644 -0,616
BS 0916 0955 09% 1 -0963 0695 0972 -0,822 -0918 0,759 059 0,741 -0,697  -0,564
GER |[-0,945 -0,862 -0,957 -0,963 1 -0,775 -0,978 0,857 0,956 -0,698 -0,424 -0,776 0,582 0,381
PH 0532 0460 0637 069 -0,775 1 0633 -0976 -0567 0864 -0,151 0,227 -0,733 0,181
MO 0983 0930 0982 0972 -0978 0633 1 -0,748 -0,985 0608 0593 0866 -0517 -0,551
EC -0,642 -0,632 -0,773 -0,822 0,857 -0,976 -0,748 1 0,669 -0,924 -0,059 -0,341 0,818 0,030
HU -0,998 -0,878 -0,937 -0,918 0,956 -0,567 -0,985 0,669 1 -0,477 -0,567 -0,926 0,366 0,521
IAA | 0459 0625 0,702 0,759 -0,698 0864 0608 -0924 -0477 1 0153 0132 -0975 -0,146
PHOS| 0,605 0805 0,648 05% -0424 -0,151 0593 -0,059 -0567 0,153 1 0,677 -0,239  -0,998
AZ 0938 0,784 0,79 0,741 -0,776 0227 0866 -0,341 -0926 0132 0677 1 -0,042 -0,631
MOB |-0,3% -0,614 -0,644 -0,697 0582 -0,733 -0,517 0,818 0,366 -0,975 -0,239 -0,042 1 0,244
G -0,559 -0,782 -0,616 -0,564 0,381 0,181 -0,551 0,0306 0,521 -0,146 -0,998 -0,631 0,244 1

Les valeurs dans |e tableau correspondent aux coefficients de corrélation Pearson (n) entre les 14 variables.
Les propriétés fonctionnelles de chaque groupe de bactéries issu d'un méme

échantillon (IAA, PHOS, AZ) et les paramétres de croissance deblé (TT, TR, PF et PS) sous

I effet de ces mémes bactéries sont positivement corrélées. Egalement, la production d’ AIA

par un groupe de bactérie issu d’ un méme échantillon est positivement corrélée au pH de cet
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échantillon (n=0.86), mais négativement corrélée a sa conductivité électrique. D’un autre
coté, le contenu en matiere organique d un échantillon de sol est positivement corrélé ala
capacité desisolats apartir duquel sont issusafixer del’ azote atmosphérique (n=0.86). Cette
derniere caractéristique (fixation d azote) est négativement corrélée au contenu humide de

I’ échantillon.

Lamobilité bactérienne au sein d’ un groupe de bactériesissues d’ un échantillon du sol
est négativement corrélée a leur capacité a produire de I’ AlIA (n= -0.97), négativement
corrélée au pH de I'échantillon (n= -0.73) et positivement corrélée a la conductivité
électrique du sol (n= 0.81), indiquant dans notre cas d’ éude que le nombre de bactérie

mobile dans un échantillon de sol est favorisé par la salinité de ce dernier.

Une |égere corréation négative est observée entre le pourcentage des bactéries Gram
positif dans un échantillon de sol et leur capacité a stimuler les parametres de croissance de
blé (TT, TR, PF et PS). Indiquant que le nhombre de bactéries Gram négative dans un
échantillon va dans e méme sens que la capacité de ces bactéries a stimuler la croissance du
blé.

Variables (axes F1 et F2 : 91,48 %)

-1 -0,75 -0,5

0,5 0,75 1

0

F1 (71,01 %)
Figure 13 : ACP et corréation entre les caractéres physi cochimiques des échantillons,
I’ effet combiné des bactéries a partir desgquel s €lles sont issues sur la croissance du blé
et leurs caractéres phénotypiques et fonctionnels. TT : taille tige, TR :taille racine,
PF :poids frai, PS :poids sec, GER :germination, MO :matiére organique,
EC :conductivité éectrique, HU :humidité, AIA : acide indole acétique,
PHOS :solubilisation du phosphate, AZ :fixation d'azote atmosphérique,
MOB :mobilité, G :Gram (les axes Flet F2).
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Résultats

Les caracteres physicochimiques des 4 échantillons sont différent (Figure 14)

Observations (axes F1 et F2 : 91,48 %)

Ech 1

1 T Ech3

F2 (20,47 %)

°
Ech2

Ech4

-4 -3 -2 -1 0 1 2 3 4
F1 (71,01 %)

Figure 14 : Distribution des quatre échantillons de sol selon la

diversité des composantes (variables) qui leurs sont attribué.
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Discussion :

Dans ce travail, 40 bactéries ont été isolées a partir de 4 échantillons de sol
rhizosphériques. Les caracteres physicochimiques (pH, conductivité éectrique, contenu
humide gravimétrique et contenu en matiére organique) des 4 échantillons ont é&é mesureés. Afin
d étudier I’ effet des isolats sélectionnés sur la croissance du blé dur (variété Boussalem), un
test d’inoculation (in vivo) a éé réalisé dansladeuxieme partie du travail. Depuis, la production
de quelques métabolites d’intérét agricole (AIA, solubilisation de phosphate tricalcique,
fixationsd’ azote) et quel ques caracteres phénotypiques (mobilité et Gram) ont éte étudiés. Cette
derniére partie avait pour objectif ladétermination d’ éventuelles corrélations entre les différents
caractéres (fonctionnel s/phénotypiques) des isolats choisis, leurs effet sur la croissance du blé
et les propriétés physicochimiques des échantillons a partir desquels ils sont issus. Pour ceci,

un test d’ ACP (analyse des composantes principale) a été réalisé.

Un travail similaire a été réalisé par Rai et al. (2017), dans lequel les interactions entre
les différents parametres physicochimiques de 8 échantillons de sol et leurs effets sur la
production d’ enzymes bactériennes impliquées dans la dégradation de la matiere organique ont
été éudiées. Leur travail conclut que, I'intensité de I'activité enzymatique des isolats
sélectionnés a partir de chaque échantillon de sol est positivement corrélée aux valeurs de pH
des échantillons de sol respectivement. D’ un autre c6té, les conductivités éectriques des sols
non salins sont positivement corrélées aux scores totaux des activités enzymatiques assurées
par leurs isolats correspondants. Le travail a également signalé la présence d’ une corrélation
négative entre les valeurs de la conductivité éectrique (EC) des échantillons de sol et alafois
leurs contenus humides gravimétriques (0g) €t leurs contenus en matiére organique (SOM %)
correspondants. Les sols salins sont caractérisés par une conductivité électrique supérieure a4
dS/m (Aubert, 1975). Le stress hydrigue intense provoqué par la salinité induit I'inhibition des
activités enzymatiques et exerce un effet dépressif sur I’ absorption, I’ accumulation racinaire et
le transport ionique dans les parties aériennes. Cet effet se manifeste surtout au niveau des
feuilles, affectant particulierement les chloroplastes. (Brugnoli et Bjérkman, 1992 ; Bernstein
etal., 1993 ; Munns et al., 2006).

Lestresssalin affecte également |e fonctionnement des PGPR dansle sol. L’ augmentation
de I'osmolarité perturbe I'activité des protéines et inhibe de nombreux processus microbiens
(Nabti et al., 2010). Eivazi et Tabatabai (1988), Garcia et al. (1994) et Batra et Manna (1997)

ont montré que les activités des enzymes du sol sont sérieusement réduites par la salinité,
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affectant le recyclage des nutriments et leur utilisation par les plantes. Le stress salin affecte
également |’ activité des phytohormones provoquant un effet négatif sur le poids sec et lataille
des plantules. (Ayaz et al., 2000 ; Cicek et Cakirlar, 2002). De plus, les processus de
germination sont également inhibés par le stress salin, ce qui est principalement, di a la
déshydratation de|’embryon al’ intérieur de lagraine sous |’ effet des concentrations é evées en
sel (Sarin et Narayanan, 1968 ; Fogle et Munns, 1973). En outre, Le stress salin se manifeste,
entre autres, par laréduction de nombreux paramétres de croissance de laplante en réduisant la
longueur et le poids sec des racines et de la tige (Gunes et al., 1996). Ces données peuvent
expliquer, en grande partie, la corrélation négative constatée dans le cadre de ce travail entrela
conductivité éectrique d’ un échantillon de sol et I’effet des isolats a partir duquel ils sont

isolées sur les paramétres de croissance du blé.

Un document publié en janvier 1998 par le service de conservation des ressources
naturelles aux Etats Unis (NRCS : Natural resources conservation service) indique que les sols
caractérisés par des pH alant de 6.6 a 7.3 sont considérés comme neutres. Les sols dont le pH
variede 7.4 a 7.8 sont |égerement acalins, tandis que ceux ayant des valeurs de pH comprises
entre 7.9 et 8.4 sont considérés comme Modérément alcalins. Ceci situe nos échantillons de sol
dans les deux catégories neutres et |égerement alcalins. Le pH affecte considérablement les
autres parametres physiques et chimiques dans le sol. Il influence également ses processus
biologiques tel que la fixation de I’azote atmosphérique et la dégradation de la matiere
organique. Par conséquence, |la croissance des cultures agricoles et leur rendement est limitée a
des vaeurs de pH non convenables (Rouiller et al., 1994 ; Niklinska et al., 2005 ; Lapinskas et
Motuziené 2006 ; Rousk et al., 2009).

La teneur en humidité d’un sol est généralement rapportée comme le contenu humide
gravimétrique (6g). Comme son nom l'indique, 64 représente la masse d'eau par unité de masse
du sol sec (Pepper et Gerba, 2004). L humidité d' un sol affecte considérablement sa structure,
sa porosité et ses autres parametres physicochimiques. Elle influence également |a croissance
des plantes et la biomasse microbienne qui I’ entoure (Hagan, 1955). D’ autre part, le contenu
d’'un sol en matiére organique assure la disponibilité conséquente des éléments minéraux
nécessaires pour la croissance végétale et le développement de la biomasse tellurique,
constituant un indice majeur de sa qualité (Reeves, 1997). La matiere organique d un sol
interagit continuellement avec ses autres propriétés physicochimiques telles que le pH, la
salinité et son contenu en eau. Le taux de la matiére organique augmente généralement avec
I’augmentation de I"humidité d’un sol en raison de la mauvaise aération engendrée par la
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saturation en eau. Par ailleurs, La sainité élevée et les pH extrémes réduisent les taux de
dégradation de I’humus €t, par conséguence, diminuent les apports en matiére organique dans
le sol (Bot et Benites, 2005).

Lateneur en eau d'un sol constitue un paramétre important pour de nombreuses raisons.
En effet, I’humidité d’ un sol contrdle la quantité d'espace poreux occupée par |'eau et I'air aun
moment donné, ce qui détermine le degré d aération d’un sol et la diversité de sa communauté
microbienne (Pepper et Gerba, 2004). De plus, la teneur en eau des sols agricoles influence la
croissance des semis. Ainsi, une pénurie d'eau entraine une germination tardive des graines, une
croissance lente des plantules et une émergence inégale des plantes (Wu, 2012). Alami et al.
(2000) ont constaté que I’ inoculation des plantules de tournesol avec une bactérie productrice
d'exopolysaccharides appartenant au genre Rhizobium a provogqué une augmentation de la
masse seche des racines et a permis de modifier lastructure du sol autour du systéme racinaire.
De telles bactéries contribuent également au maintien du film d’ eau nécessaire a I’ activité
photosynthétique et a la croissance des plantes en condition de stress hydrique dans le sol,

permettent de limiter/retarder la dessiccation du milieu (Heulin et Achouak, 2012).

Ladigestion de lamatiére organique par |e peroxyde d'hydrogene est une méthode rapide
et facile pour déterminer sa quantité dans e sol. Cependant, I'oxydation de la matiére organique
peut étre incompléte. Cette méthode n'est pas appropriée pour quantifier la matiere organique
dansles sols, mais c'est un moyen tres utile pour comparer la matiére facilement oxydable dans
différents échantillons de sols (Nelson et Sommers, 1996 ; Huang et al., 2009). Durant la
croissance de la plante, les racines produisent de nombreux composés organiques qui peuvent
étre libérés dans le sol (Lynch et Whipps, 1990). La dégradation bactérienne de la matiere
organique stimule I’ activité catabolique dans le sol, engendrant la production de métabolites
microbiens tels que les acides organiques responsables, dans certains cas, de la diminution du
pH du sol, (Rodriguez et Fraga 1999 ; Nautiyal et al., 2000).

De nombreux travaux ont évoqué le role des bactéries Gram négatifs mobiles comme
bactéries promotrices delacroissance du blé : Azospirillum (Bashan et al., 2004), Pseudomonas
(Solans, 2013), Rhizobium (Akhtar et Siddiqui, 2009), Burkholderia (Pandey, 2006),
Agrobacterium tumefaciens (Christie, 2000). Relativement aux bactéries Gram négatifs, rares
sont les PGPR Gram positif décrite comme stimulatrices de la croissance du blé : Bacillus
(Probanza, 2002), Actinomycete : Frankia (Anwar, 2016). Cette capacité inhérente a ces
bactéries de stimuler la croissance des plantes est souvent liée aleurs aptitudes a solubiliser le
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phosphate insoluble, produire de I'AIA et a fixer de |’ azote atmosphérique (Charest, 2005 ;
Sivasakthi, 2014 ; Glick, 1997).

Le phosphate est I’ un des facteurs nutritifs les plus limitants de la croi ssance des plantes
ou la majorité des sols agricoles sont pauvres en phosphate assimilable et soluble (Vessey,
2003). Ce dernier, une fois gjouté au sol, est trés réactif avec les autres composants du sol et
rapidement immobilise. Ajoutant a ¢a, I’apport excessif des engrais phosphatés cause son
accumulation sous formes minérales et organiques non utilisable par la plante (Richardson,
1994).

En vue de libérer |" agriculture de différentes contraintes liées aux apports phosphatées,
d importantes recherches ont été menées afin de bénéficier de ces grandes réserves de
phosphate, d’ ou I’importance de s’ intéresser aux microorganismes du sol et qui sont capables
de solubiliser le phosphate inorganique. En agriculture, la solubilisation des phosphates
inorganiques est éroitement liée a I'activité des microorganismes telle que Bacillus,
Pseudomonas, Azotobacter, Azospirillum, Acinetobacter, Enterobacter, Rhizobium
(Przemieniecki et al., 2015, Rodriguez, 1999). Selon Sundara (2002), I’utilisation des
microorganismes solubilisateurs de phosphate pourrait diminuer I'apport des fertilisants
phosphatés de 25%.

Kaur et Reddy (2015) ont constaté que I'inoculation du mais et du blé avec les deux
bactéries solubilisatrices de phosphate Pantoea cypripedii (PSB-3) et Pseudomonas
plecoglossicida (PSB-5), associée a la fertilisation par le phosphate de roche insoluble,
augmentait lataille des plantul es, la biomasse seche, le rendement en graines et |’ absorption du
phosphate par |es plantes. L'application d’ une bactérie solubilisatrice du phosphate appartenant
au genre Azotobacter, seule ou conjointement avec des engrais chimiques, a amélioré le
rendement et la biomasse racinaire de trois variétés de blé en croissance sous serre (Kumar et
al., 2001). Une expérience in vitro a é&é menée par Panhwar et al. (2012) afin d étudier
I'influence de deux Bacillus solubilisateurs du phosphate (PSB9 et PSB16), ains que du
phosphate de roche insoluble sur la croissance du riz. Les résultats ont montré que le couple
"bactéries-phosphate insoluble” a augmenté |'absorption du phosphate par la plante et sa
croissance ains que la quantité du phosphate soluble dans le sol. Les deux bactéries
solubilisatrices du phosphate PSB 12 identifiées comme Gluconacetobacter sp. (MTCC 8368)
et PSB 73 identifiés comme Burkholderia sp. (MTCC 8369) ont été examinés pour leur capacité
potentielle & améliorer la croissance du riz. Les deux bactéries ont révélé une capacité
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importante de promotion de la croissance des plantes dans des sdeculture en pots (Stephen
et al., 2015). En outre, Halder (1993), Chabot (1996), Panhwar et a. (2011), Vahed et al. (2012)
et Mahbouba (2017) ont également discuté le role de certaines bactéries solubilisatrices du
phosphate dans la promotion de la croissance des plantes et comme substituant efficaces des

apports chimiques en phosphate du sol.

D apres Zakharovaet al. (1999), environ 80% des bactéries rhizosphériques sont capables
de produire la phytohormone Acide Indole Acétique (AlA). Sa production est influencée par
les conditions de culture, le stade de croissance et par la disponibilité du substrat dansle milieu.
Les effets de I’ AIA sont divers et dépendants de sa concentration, des organes qu’il affecte et
du statut physiologique de la plante (Baca et Elmerich, 2007). L’ AlA stimule la division et
I’ élargissement des cellules et destissus, I’ expansion des feuilles et aussi jouent un réle majeur
dans I’ élongation racinaire (Egamberdieva, 2008 ; Maleki et al., 2010 ; Martinez -Viveros et
a., 2010).

La production d’ AlA par Azospirillum brasilense est directement liée aux conditions de
I”environnement telles que la concentration en oxygene et la quantité de carbone et d’ azote
present dans le sol (Reynders et Vlassak, 1979 ; Ona et al., 2005). Perrig et al. (2007) ont
constaté que la production d’ AlA par une souche d’ Azospirillum brasilense est liée aplusieurs
facteurs dansle milieu de culture. Cette souche est capable de stimuler la croissance des plantes
en stade finale de germination. Son optimum de croissance et de production d’ AlA est de 1,72
mM NaCl.

Les graines de blé contiennent des lectines ; des protéines ayant une affinité avec les
auxines. Dans les conditions de stress, la production des auxines est élevée et celainhibe le
dével oppement racinaire. Cependant, I’ AIA produite par des bactéries telles que Xanthomonas,
Enterobacter, Pseudomonas, Alcaligenes, Azotobacter, Acetobacter et Agrobacterium inhibe
I’ activité spécifique des lectines des lectines, réduisant ses effets délétéres sous condition de
stress (Zimmer et Bothe, 1988 ; Barbier and Galli, 1993 ; Kannovaet al., 1994 ; Asghar et al.,
2002).

Les souches bactériennes (Pseudomonas putida, P. fluorescens et Azospirillum
lipoferum) ont été utilisées par Sharma et al. (2014) pour améliorer la croissance du riz. Les
trois bactéries ont montré une capacité élevée a produire de I'!AA et ont aidé les plantes
inocul ées a exprimer une capacité photosynthétique et une teneur en chlorophylle plus élevées.

Les trois inocula ont significativement amélioré la masse seche des racines/tiges par rapport
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aux plantes non inoculées. Une autre souche de Pseudomonas putida (BHUJY 23) productrice
d’AlA s est montrée utile pour la promotion de la production deriz et comme agent antagoniste
contre les phytopathogénes (Lavakush et al., 2012). Hasan et a. (2014) ont confirmé les effets
bénéfiques de la coinoculation du riz avec deux bactéries productrices d'1AA appartenant aux
genres Rhizobium et Azospirillum. Les deux souches ensembles ont abouti a une augmentation
suffisante de la longueur des plantules et du poids frais et sec des plantes. Les bactéries
appartenant aux genres Bacillus et Citrobacter ont montré une améioration significative de la
croissance des racines et des plantules du blé inoculés. Les résultats ont été attribués a la
production d'1AA par les isolats étudiés (Yadav et al., 2011; Habib et al., 2015). Egalement,
Torres-Rubio et al. (2000), Tsavkelovaet al. (2006), Jhaet Kumar (2009), Soltani et al. (2010)
et Kumar et al. (2014) ont rapporté que des bactéries appartenant aux genres Flavobacterium,
Pseudomonas, Achromobacter et Azotobacter peuvent produire de grandes quantités d'1AA,

favorisant la croissance du blé.

L’ application exagérée des engrais chimiques afin de supplémenter le sol en azote,
accompagnée de I’émission excessive de I’oxyde nitreux dans |I’atmosphére di a d’autres
activités humaines ont provoqué un déséquilibre du cycle globale de I’ azote (Lassaletta et al.,
2014). Afin d évité unetelle application des fertilisants chimiques azoteés et sur labase que I’ un
des mécanismes a travers lesquels les rhizobactéries améliorent la croissance des plantes est la
fixation d’'azote (James et al., 1994 ; Glick, 1997 ; Vessey, 2003), Les bactéries telles que
Pseudomonas, Azotobacter, Azospirillum, Herbaspirillum, Rhizobium, Enterobacter et
Klebsiella ont prouvé leur place comme substituants écologiques non négligeables pour la
promotion de la croissance des plantes. (Rao et al., 1987; Hartmann, 1996 ; Malik et al., 1997,
Iniguez et al., 2004 ; Santa et al., 2004; Park et al., 2005 ; Mirza et al., 2006 ; Shabaev et
Voronina, 2007; Nabti et al., 2010; Brusamardllo-Santos €t al., 2012 ; MiloSevi¢ et al., 2012 ;
Habibi et al., 2014 ; Volpiano et al., 2014).

De nombreuses études ont fait I’objet du rdle des microorganismes fixateurs d' azote
(Enterobacter, Azospirillum, Arthrobacter, Azotobacter, Flavobacterium, Achromobacter, etc.)
dans la promotion de la croissance d’'une large gamme de plantes (Belimov, 1995 ; Rai et al.,
2017). Dans ce contexte, des études d’inoculation des diverses graminées par des bactéries
fixatrices d' azote ont été faites. Les résultats obtenus consistent principalement a la promotion
du développement racinaire (développement des poils absorbants, améioration du poids
frais/sec des racines etc.) du poids de la matiere seche des parties agriennes et du rendement
finale des plantes (blé, mais, soja, etc.) (Lin et al., 1983 ; Jain, 1984 ; Lindberg et al., 1985 ;
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Bahshan, 1986). Similairement, Shields et Mangum (1953) ont rapporté que la fixation non-
symbiotique de |'azote par Azotobacter et Clostridium permet d’ augmenter |a teneur en azote
du blé et par conséquence, |a promotion des autres parametres de croissance de la plante. Selon
Walker (2010), la fixation symbiotique de |’azote atmosphérique par les bactéries
phytostimulatrices appartenant au genre Azospirillum est impliquée dans la promotion de
croissance des plantes, non seulement a travers la fixation d' azote, mais également via la
synthése des phytohormones et des flavonoides nécessaires pour |’ activation des genes nif.

De tout cela, il est important de mentionner que la diversité biologique des
microorganismes du sol a été exprimée en utilisant une large gamme d’indexes et de modeles
mathématiques (Tokeshi, 1993 ; Bulla, 1994 ; Kennedey et Smith, 1995). Pourtant, aucun
modele général n’est accepté pour décrire la relation entre I’abondance, la richesse et la
dominance des espéces. Il est donc raisonnable que les facteurs gérant cette diversité sont
étudiés separement afin de les maitriser (Ekschmitt et Griffiths, 1998). Notre travail constitue
une bonne initiative visant a éudier simultanément |'effet de plusieurs facteurs sur le
comportement et la diversité métabolique et fonctionnelle de quelques bactéries du sol.
Compareée aux eucaryotes, I’ é&ude de la diversité bactérienne d’ un point de vue taxonomique,
fonctionnel et génétique est plus compliquée di au grand nombre des especes bactériennes

présentes dans |’ environnement (Torsvik et al., 1990).

Parmi cette diversité microbienne dans le sol, il est admis que seulement 2 a 5% des
rhizobactéries sont des PGPR (Antoun et Prévost, 2005). Certaines d'entre elles ont été
commercialement produites comme inoculant en agriculture. Cependant il est primordia de
mentionner que |’inoculation de tels organismes dans les sols peut étre responsable d'un
désordre de la communauté microbienne allochtone. Ces changements doivent étre
profondément étudiés car ils sont reliés a I’ efficacité de ces biofertilisants une fois appliqués
aux sols agricoles (Van Overbeek et Van Elsas, 1997 ; Ramos et al., 2003 ; Lucas Garciaet al.,
2004). Contrairement a ¢a, plusieurs études se sont intéressees a I’ éude de I’ efficacité des
PGPR sous différentes conditions physi cochimiqgues et biol ogiques, observant que ces bactéries
ne sont efficaces que sous des conditions déterminées (Enebak et al., 1997 ; Bashan et Holguin,
1998).

Une meilleure compréhension de la structure physicochimique de la rhizospheére et son
effet sur la diversité taxonomique et fonctionnelle des bactéries du sol, mais aussi la maitrise
des autres processus au sein du systeme tels que la complexité, la sélection naturelle, les
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interactions entre les microorganismes (symbiose, parasitisme, mutualisme et compétence)
constituent, ensemble, la clé pour une utilisation plus correcte des PGPR en agriculture et en
biotechnologie (Van Overbeek et Van Elsas, 1997).
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Conclusion :

Certaines bactéries du sol ont la capacité de favoriser le développement des cultures
agricoles en stimulant leur croissance a travers la production de métabolites impliqués
directement dans leur fonctionnement ou en réduisant les dommages causés par |es agents
pathogenes. Les bactéries peuvent également influencer la symbiose entre les plantes et
d’ autres microorganismes co-environnants, stimulant indirectement leur croissance.
Cependant, le plus grand probléme rencontré dans le domaine de la sélection des bactéries
promotrices de la croissance des plantes est |a non reproductibilité des résultats obtenus dans
I”espace et dans le temps. Ainsi, les résultats obtenus « in vitro » ne sont pas toujours
reproductibles « in vivo » en raison de la complexité des interactions entre la plante, les
microorganismes et les facteurs environnementaux tels que la fertilité et |la composition du
sol, humidité, la photopériode et I’intensité lumineuse, la sainité, le pH et la température.
(Babalola, 2010). Ainsi, un travail fondamental est encore nécessaire pour rendre les

inocul es bactériennes efficaces. (Kloepper et al., 1989).

Dans cette étude, quarante isolats bactériens purifiés a partir de quatre échantillons de
sol ont été testés pour leur capacité a stimuler la croissance du blé dur (Triticum durum)
variété Boussalem. Parmi les 40 bactéries testées, les isolats 3B, 1-D, 2-B, 2-D et 2-F ont
significativement amélioré les parametres de croissance du blé. Cesisolats peuvent donc étre

plus en profondeur étudiés et valorisés afin d’ étre utilisés en agriculture et en biotechnologie.

La réponse d’une plante a I'inoculation par des PGPR varie selon la compétence
écologique de labactérie, |e stade de croissance de laplante, son interaction avec I’ inoculum
et les conditions biotiques et abiotiques de I’environnement. Ainsi, une identification
moléculaire et des éudes plus prolongées sous serre et en champ sur les isolats ayant donné
un résultat positif sur le blé seront d’ une grande utilité pour une meilleure vaorisation des

résultats obtenus.

La complexité des interactions constatées entres les différents propriétés
physicochimiques des échantillons du sol (pH, conductivité électrique, humidité, matiere
organique) et les propriétés fonctionnelles des isolats révele I’ importance de chaque facteur
environnemental dans la détermination de la diversité métabolique et fonctionnel d’'une
bactérie. Cette diversité métabolique n’'est pas e seul facteur déterminant de la compétence
bactérienne a stimuler la croissance d une plante. Ainsi, des éudes a grande échelle, avec
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un nombre d'échantillons et d’isolats plus important, peuvent apporter une meilleure

compréhension des mécanismes d’ interaction plante-sol-bactérie.

La compréhension des facteurs responsables de la compétence rhizosphérique des
isolats demeure par contre tres complexe. Toutefois, quelle que soit la diversité des
métabolites synthétisés et I'intensité de cette synthése, en dépit de nombreuses lacunes, on
constate que les progres, évoqués précedemment, permettent des maintenant d'améliorer
I'efficacité et la reproductibilité des augmentations de rendement des cultures par

I"inoculation avec des bactéries stimulatrices de | a croissance des plantes.
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Annexe |l : systématique de blé dur (Triticum durum), selon Brouillet et al. (2006).

Regne plantea (végétale)

Division Magnoliophyta

Classe Liliopsida

Ordre Cyperales

Famille Poaceae

Genre Triticum

Espéce Triticum durum
Annexe 2:

Composition des milieux de cultures utilisés

Milieu Dworkin et Foster (DF minimal salt medium)
e Solution minérale (dans 1 litre d’ eau distillée) :
KH2PO4 (4g); NaHPOs (6g); MgSOs 7H20 (0.2g); Glucose(2g) ; Acide
gluconique (2g) ; Acide citrique (29).
e Solution d’oligo-éléments 1:
10 mg H3BOs ; 11.19 mg MnSO4 H20 ; 124.6 mg ZnSO4 7H20 ; 78.22 mg CuSO4
5H20 ; 10 mg M0oOs dans 100 mL d’ eau distillé stérile.
e Solutionsd’oligo-éément 2 :
100 mg FeSO4 7H20 dans 10 mL d’ eau distillé stérile.

Composition de de Pikovskaya (PKV)
100 mg FeSO4 7H-0 dans 10 mL d’ eau distillé stérile.
glucose (10 g) ; Cas (POs)2 (5 @) ; (NH4) 2S04 (0,5 @) ; (0,2 g) de NaCl ;
MgS0..7H20 (0,1 g) ; KCI (0,2 g) ; extrait de levure (0,5 g) ; MnSO4.H20 (0,002
0) ; FeS04.7H20 (0,002 g) ; agar (15 g). La capacité d'un isolat a solubiliser le
phosphate inorganique est indiquée par |’ apparition un halo clair autour du disque
agar (Sagervanshi et al., 2012).



Résumé:

La physicochimie d'un sol affecte considérablement la diversité fonctionnelle des
bactéries et leursinteractions avec les plantes. Ce travail apour objectif I’ étude de |’ effet des
propriétés physicochimiques des sols sur la répartition de quelques caractéres bactériens et
leur implication dans la stimulation de la croissance du blé. Pour ceci, 40 isolats bactériens
ont éé purifiés a partir de 4 échantillons de sol rhizosphériques. Aprés caractérisation
physicochimique des échantillons, un testein vivo a é&éréalisé afin de vérifier lastimulation
de la croissance du blé par |es souches isolés. Une caractérisation fonctionnelle (production
del’ AlA, solubilisation de phosphate et fixation d’ Azote) et phénotypique (Gram, mobilité)
des 40 isolats a éte effectuée. Enfin, la corrélation entre les caracteres physi cochimiques des
échantillons, |’ effet combineé des bactéries a partir desquels elles sont issues sur lacroissance
du blé, ains que les caracteres phénotypiques de ces isolats a été étudiée. La totalité des
souches testées sont productrices de I’ AlA (les concentrations varient de 4,63 a 13,28
ug/ml), 22 sont fixatrices de I’ azote atmosphérique et 10 souches solubilisent le Cag(PQOa)a.
Phénotypiquement, 22 souches sont & Gram positif et 18 sont immobiles. La souche 3-B a
significativement stimulé le pourcentage final de germination des graines de blé, alors que
les souches 1-D, 2-B, 2-D et 2-F ont significativement stimulé les autres parametres de
croissance. Les corrélations obtenues entre les différentes variabl es représentées dans notre
ACP souligne la complexité des effets de I’ environnement sur la diversité fonctionnelle des
bactéries et leurs interactions avec | es plantes.

Motsclés: blé AlA, solubilisation phosphate, fixation d’ azote, sol, rhizosphére.

Abstract:

Soil physicochemica characters affect considerably the functiona diversity of soil
bacteria and their interaction with plants. Herein, the effect of soil physicochemical
properties on some bacterial characters 'repartition and their role in wheat growth
stimulation was studied. For this, 40 bacterial isolates were purified from four soil samples.
After physicochemical characterization of the soil samples, pots experiment was carried out
to check the strain’s ability to stimulate wheat growth. A functional (AlA production,
phosphate solubilization and nitrogen fixation) and phenotypic characterization (Gram,
mobility) of the 40 isolates was performed. Finally, correlation between physicochemical
characteristics of soil samples, bacterial phenotypic/functional characteristics and their
effect on wheat growth was analyzed. All strains tested are AlA-producers (concentrations
range from 4.63 to 13.28 pg/ml), 22 strains can fix atmospheric nitrogen and 10 strains
solubilize Cag (POa)2. Phenotypically, 22 strains are Gram-positive and 18 are immobile.
The strain 3-B significantly stimulated the final germination percentage of wheat seeds,
whereas 1-D, 2-B, 2-D and 2-F strains significantly enhanced the other growth parameters.
The obtained correlations between the various variables represented in our PCA highlight
the complexity of environmental effects on functional diversity of soil bacteria and their
interactions with plants.

Key words: wheat, AIA, phosphate solubilization, nitrogen fixation, soil, rhizosphere.
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