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Introduction

Introduction

Sur les 13 Milliards d’hectares (Mha) de terres émergées dans le monde environ 4,9
(Mha) sont des terres agricoles, 4,0(Mha) des foréts et 4,1(Mha) correspondent a des
« autres usages » essentiellement liés a I’urbanisation. On estime que la dégradation des terres

menace prés d’un milliard de personnes dans une centaine de pays (FAO, 2019).

La sécheresse, la rareté des ressources en eau, la salinité, des risques parasitaires accrus
(adventices, ravageurs et maladies...) sont de sérieux problémes qui affectent la production

agricole.

Sachant que la population mondiale est censée atteindre 9 milliards en 2050, des progreés
considérables sont a accomplir dans les systemes de production agricoles afin de garantir la

sécurité alimentaire.

L’alimentation humaine représente pour sa part de 1’ordre de 137 mt dont environ 90 mt

correspondant & des ceréales en grains (FAO, 2016).

Les céréales, présentent toutes a la fois un intérét en termes d’apport de protéines mais

aussi d’énergie pour ’homme et I’animal.

En Algérie, les produits céréaliers occupent une place stratégique dans le systéme
alimentaire et dans 1’économie nationale. La production des céréales, jachére comprise,
occupe environ 80% de la superficie agricole utile (SAU) du pays, La superficie emblavée
annuellement en céréales se situe entre 3 et 3 ,5 million d’ha. Les superficies annuellement

récoltées représentent 63% des emblavures (STAT, 2019).

Cependant, les céreéales peuvent étre naturellement affectés par différentes maladies et
ravageurs au cours du cycle végétatif, comme au moment de la récolé ou pendant le stockage.
Parmi les maladies les plus redoutables de céréales, figurent les maladies fongiques qui
peuvent conduire a de grands dommages quantitatifs et qualitatifs. Les fusarioses sont les
maladies les plus compliquées. Elles attaquent tous les organes de la plante, depuis les

racines jusqu’aux épis.

Bien qu’on dispose aujourd’hui d’une gamme variée de produits chimiques, 1’utilisation
massive de ces derniers pose des problémes sur I’environnement et sur la santé (Corbaz, 1990

; Nakkeeranet al., 2005) .
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Pour ces raisons, il est donc devenu nécessaire de réduire 1’utilisation des pesticides en
adoptant un ensemble de mesures alternatives (rotations, assolements, travail du sol sans

labour, diversité des cultures...)

Les biopesticides microbiens constitués de micro-organismes (bactérie, champignons,

virus) ont un intérét dans la réduction des populations de bio-agresseurs.

Des recherches importantes ont portés ces derniéres années sur des associations

bénéfiques entre plantes et microorganismes, il s’agit des associations :

» Plantes/ champignons PGPF (des isolats de Trichodermaspp) et ;
» Plantes/bactéries PGPR (bactéries promotrices de la croissance des plantes

Pseudomonas sp, Bacillus sp....).

Dans ce contexte, les travaux présentés dans ce mémoire ont pour objectif 1’étude de

I’interaction plante/micro-organisme dans la rhizosphére des céréales. lls concernent :

= [’isolement et la sélection des souches antagonistes (bactéries PGPR et isolats
fongiques PGPF) a partir de la rhizosphére de blé dur Triticum durum.

= L’isolement et la sélection des souches bactériennes et isolats fongiques pathogénes
associes a la culture de blé.

= Caractérisation du pouvoir de promotion de la croissance des PGPR in vitro.

= L’évaluation du pouvoir antagoniste des souches les plus prometteuses (PGPR et

PGPF) a I’égard de certain bactéries et champignons phytopathogenes in vitro.

Cette approche permet de sélectionner des micro-organismes potentiellement intéressants et

d’augmenter significativement les chances de découvrir de nouveaux PGPR et/ou PGPF
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1. Lacommunauté microbienne de la rhizosphére

La rhizosphere est « la portion du sol qui forme I’habitat complexe des racines du
couvert végétal et dont la composition est altérée par I’activité racinaire » selon (Hiltner dans
Mantelin et Touraine, 2004).il s’agit du volume de sol adhérent aux racines et sous leur
influence. L’intense activité microbienne est la caractéristique essentielle de la Rhizospheére.
Elle est due a la libération dans le sol de composés carbonés (les rhizodépots) qui stimulent la
croissance et le développement des microorganismes du sol. L’influence déracines sur
I’activité des microorganismes est appelée « effet rhizosphére ». L’intense activité
microbienne dans, sur et autour de la racine, résulte de la libération dans le sol d’une grande
variété de composés organiques servant de source de carbone, voire d’azote et d’énergie pour
les microorganismes.(Dakora et Phillips 2002 ; Dennis et al., 2010)

Les microorganismes sont partout, ils se développent malgré des conditions extrémes
qui sembleraient rédhibitoires pour tout organisme, et dans I’ensemble de ses habitats, ils
jouent un réle crucial dans 1’équilibre des cycles biogéochimiques. Cependant, s’il y a un
habitat quia particuliérement été étudié et ou les microorganismes jouent un réle fondamental
pour I’Homme, c’est la rhizosphere. Il a ét¢ montré que des relations se créent dans
I’écosystéme rhizosphérique au sein des communautés de microorganismes et entre les
microbes et la plante

Les communautés microbiennes sont différentes (Ibekwe et Kennedy, 1999 ; Inceoglu
et al. 2010) et il est couramment admis que les différences qualitatives et quantitatives des
exsudats issus d’un couvert végétal constituent un facteur de variation de la structure de la

communauté microbienne (Gao et al.,2010 ; Das et al. 2017).

Figure 1: Les interactions au sein de la rhizosphére impliquant la plante et les microorganismes
(Pieterse et al., 2016)
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Les microorganismes qui colonisent la rhizosphere sont classés selon les relations
qu’ils établissent avec les plantes qui leurs fournissent leur habitat. Sont définies trois
catégories d’organismes : les agents pathogénes, les organismes commensaux, et ceux qui
sont benéfiques a la croissance de la plante. Le succes relatif d’un microorganisme quelque
soit sa catégorie est dépendant des relations synergétiques et antagonistes s’établissant avec
les autres microorganismes de la communauté. Pour les microorganismes bénéfiques, il est

possible de distinguer bactéries et champignons rhizosphérique
2. Les bactéries bénéfiques

Les bactéries vivant librement dans le sol, a proximité des racines, et sont souvent

mentionnées comme étant des PGPR rhizosphérique (Vessey, 2003).
Elles appartiennent a différents genres, parmi lesquels Pseudomonas, Azospirillum,
Azotobacter, Bacillus, Burkholderia, Curtobacterium, Klebsiella, Enterobacter, Alcaligenes,
Arthrobacter, et Serrait(Benizri et al., 2001 ; Calvo, Nelson and Kloepper 2014; Glick
2014).

Les nombreux meétabolites produits par ces souches PGPR peuvent étre classés en
fonction du type d'action qu'ils vont provoquer, impliquant des effets indirects ou directs, que
nous Développerons ci-aprés. Le mode d'action indirect s'observe en présence d'un agent
pathogéne.

Il conduit a une modification des équilibres microbiens dans la rhizosphere qui aboutira a
une Protection de la plante par suppression des microorganismes nuisibles. Par un mode
d'action Direct, les bactéries stimulent la croissance des plantes, méme en absence d'agent
pathogéne (Glick et al., 1999 ; Vessey, 2003 ; Khan 2005; Chen et al. 2013; Hussein and
Joo 2014).

D’autres bactéries dites PGPB endophytes sont des organismes commensaux, dont une
des premicres définitions est la suivante: « il s’agit de bactéries non-pathogéniques
endophytes originaires des communautés de bactéries épiphytes de la rhizosphere et de la
phyllosphere aussi bien que des primo-endophytes présents dans la graine ou le matériel
végétal de plantation» (Hallmann et al., 1997). Ces bactéries proviennent de nombreux genres

Acinetobacter, Aminobacter, Arthrobacter, Bacillus, Burkholderia, Curtobacterium,
Devosia, Enterobacter, Gluconacetobacter, Herbaspirillum, Methylobacterium,
Microbacterium, Ochrobactrum, Paenibacillus, Pseudomonas, Phyllobacterium, Rahnella,
Shinella, (Doty et al., 2009; Compant et al., 2009; De Meyer et al.,2015)
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2.1 Les bactéries rhizosphériques en tant qu’organismes stimulateurs de la croissance
des plantes

Les microorganismes présent librement dans la rhizosphere peuvent avoir des effets
bénéfiques sur la croissance plante (Van der Heiden et al., 2008)Les bactéries, sont capables
de coloniser efficacement les systémes racinaires et influencées de maniere bénefique la
plante par stimulation de leur croissance et leur protection contre les agents phytopathogenes
(Ahmad et al., 2008).

La plupart des souches bactériennes exploitées en tant que PGPR appartiennent aux
genres Agrobacterium, Bacillus et Pseudomonas. Beaucoup de recherches se sont
concentrées sur ces deux derniers types de bactéries car elles sont des habitants
communs de la rhizosphére et possedent une grande activité dans le contréle de la
croissance des plantes et des maladies liées au sol (Adam, 2008).

Les PGPR stimulent la croissance des plantes par la production des auxines (Acide indole

acetique), les gibbérellines et des cytokinines (Cianciotto, 2005).

2.2 Les bactéries rhizosphériques en tant qu’agent de lutte biologique

L’utilisation de certains microorganismes non pathogénes en tant que biopesticides
constitue une technologie émergente et écologiquement compatible. Globalement, 1’effet
protecteur conféré par ces agents de lutte biologique est basé sur la compétition pour les
nutriments essentiels, sur 1’activité antagoniste vis-a-vis de la croissance des pathogeénes
via la production d’antibiotiques ou d’enzymes et/ou sur leur capacité¢ a stimuler des
systtmes de défense chez 1’hote végétal. Certaines Rhizobactéries non pathogénes
peuvent en effet initier I’expression de mécanismes de défense s’établissant dans tous
les organes de la plante, lui permettant de mieux se défendre vis-a-vis d'une agression

ultérieure (Jourdan, 2007).
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Figure 2: Présentation des différentes phases du phénoméne d’induction de résistance
chez les plantes par les rhizobactéries. La perception de la bactérie par 1’hote végétal via
un (des) éliciter(s) moléculaire(s) est la premiere étape (A). Suite a ce dialogue
moléculaire, il y a émission d’un signal a travers toute la plante menant a un état « induit
» systémique alors que la bactérie inductrice ne migre pas (B). Cet état induit n’est que
peu perceptible d’un point de vue moléculaire mais permet a la plante de réagir
rapidement et de limiter une infection ultérieure d’abord localement autour du site
d’attaque (C). Il s’en suit une réaction systémique menant a un renforcement de tous les
organes qui permet une certaine résistance vis-a-vis d’une agression future (D) (Jordan,
2010).

3. Les champignons bénéfiques

Des champignons appelés PGPF < Plant Growth-PromotingFungi’’ peuvent stimuler
les défenses de la plante et présenter une activité antagoniste envers différents
phytopathogénes, tout en stimulant directement la croissance de la plante. lls peuvent étre des
champignons filamenteux voire méme des levures également appelées PGPY ‘¢ Plant Growth-
Promoting Yeasts’’. Chez diverses plantes, y compris les plantes herbacées, les PGPF peuvent
étre présents naturellement aussi bien chez des plantes ligneuses, notamment la vigne. Chez
ces plantes, les PGPF peuvent étre épiphytiques et/ou endophytiques et sont méme a 1’origine
de symbioses comme le cas avec les mycorhizes. PGPF, divers mécanismes sont impliqués
dans la protection et stimulation de la croissance de la plante (J. G. Fuchs, S. A. Biophyt.
1999) Ces microorganismes peuvent agir directement surl’agent pathogéne pour protéger la
plante, ou indirectement par le biais d’un mycoparasitisme et une sécrétion d’allélochimiques
d’inhibiteurs et/ou par un phénomene de compétition pour 1’espace et les nutriments, tout en
fournissant des composés bénéfiques pour le développement de la plante. Ces
microorganismes peuvent également stimuler les défenses des plantes, ce qui Provoque une

résistance de la plante contre les agents pathogenes (S. Logman. 2009.)

3.1 Les champignons bénéfiques en tant qu’agent de lutte biologique

Permis ces champignons Le champignon Trichoderma s’est avéré particulierement
efficace dans la lutte de microbes pathogénes (Paul et Masih, 2006 ; Melo et Faull, 2000). Il
possede la résistance innée a la plupart des produits chimiques agricoles (Harman, 2006).

La plupart des souches de Trichoderma pour la lutte biologique, ont de susceptibilites

ou de résistance a une gamme de pesticides (Harman, 2006). D’ailleurs, 1’utilisation des
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produits chimiques pour le biocontréle des parasites est un souci croissant aux écologistes
(Melo et Faull, 2000).En 1930, le potentiel des espéces de Trichoderma a été étudié comme
agent debiocontrble contre les pathogénes des plantes (Hermosa et al., 2000 ; Orr et
Knudsen, 2004 ;Shelton, 1997)Les especes de Trichoderma peuvent secréter des enzymes
extracellulaires et des antibiotiques, jouant un réle important contre les agents
phytopathogénes (Chet et a2006 ; Melo et Faull, 2000 ; Shelton, 1997) ; la chitinase et la B-
1,3 glucanase responsables non seulement de la lyse de structure hyphale de parois cellulaires
mais, aussi la paroi chitineuse des hyphes, des conidies, des chlamydospores, et des sclérotes
(El-Katatny et al., 2004 ;Kubicek et al., 2001).

3.2 Les champignons bénéfiques en tant qu’organismes stimulateurs de la croissance des
plantes

Parmis les champignons qui stimulent la croissance des plantes, Trichoderma est
probablement le plus connu (Harman et al. 2004 ; Harman, 2006). Trichoderma peut
solubiliser le phosphore et plusieurs micronutriments, améliorer ’assimilation de l’azote
par la plante, et favoriser le développement et la formation du chevelu racinaire (Altomare et
al., 1999 ; Harman, 2006).
Cutler et al. (1986) et (1989) ont rapporté I’isolement, I’identification et I’activité
biologique des métabolites secondaires produits par T. koningii (koninginin A) et T.
harzianum (6-pentyl- a-pyrone) qui agissent comme des régulateurs de croissance de la
plante. Trichodermaspp. aussi produisent des acides organiques notamment les acides
gluconiques, citriques ou fumariques, réduisent le pH du sol, et permettent la solubilisation
des phosphates, des micronutriments et les cations minéraux comme le fer, le manganéses le
magnésium, nécessaires pour le métabolisme de la plante (Benitez et al, 2004 ; Harman et
al, 2004).

Utilisation des PGPR dans I’agriculture :

Les PGPR sont tres intéressantes pour 1’application en agriculture comme biofertilisants
et biopesticides eten phytoremédiation (Berg, 2009). La mise au point des formulation des
PGPR est trés importante afind’augmenter leur efficacité d’utilisation (Zahir et al ., 2004)
L’application comme des Biofertilisation :

Lorsque ces microorganismes sont appliqués aux graines, aux surfaces des plantes ou au sol,
ils colonisent la rhizosphére ou les parties internes de la plante (Vessey, 2003). Par

conséquent, cette colonisation favorise la croissance de leur hoteen augmentant 1’apport ou la
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disponibilité de nutriments primaires (fixation de N2). Les bactéries telles Azospirillum,
Herbaspirillum, Acetobacter, Azobacter et Azoarocus sont utilisées comme biofertilisants,
enraison de leur capacité a fixer I’azote atmosphérique.

L’application comme des Phytoremédiation :

La phytoremédiation est une méthode de nettoyage des sols contaminés en se basant
sur la capacité de certaines plantes a stabiliser, extraire , dégrader ou volatiliser les polluants
dans leur voisinage (Pilon Smits, 2005). Cependant, les plantes souffrent souvent de ’effet
toxique des métaux lourds ce qui affecte leur potentiel de phytoremédiotian(Dimkpa et al. ,
2009). L’inoculation des plantes par des bactéries bénéfiques du sol ameéliore la
phytoremédiation(Glick, 2003). En comparaison avec les autres méthodes de nettoyage, la
phytoremédiation en utilisant des PGPR semblent trés rentable et non destructive pour la
structure du sol. En effet, les Rhizobactéries pourraient améliorer la tolérance des plantes a
des taux éleves de différents polluants du sol (Dimkpa et al., 2009). Vu I’absence de
I’activité de I’ACC désaminase chezles plantes, les plantes transgéniques ont été développées
en utilisant le géne bactérien responsable de cette enzyme. Une telle stratégie pourrait
améliorer la croissance des plantes et leur tolérance au stress métallique (Zhang et al., 2008)

Utilisation comme Bioprotection ou phytostimulation :

Certaines bactéries colonisatrices des racines jouent un r6le important dans la
protection de leur plantes hétes contre différents types de stress biotiques et abiotiques. Les
souches P. fluorescens TDK1,Pseudomonas putida UW4, Bacillus sp. et Arthrobactersp., par
exemple, sont capables d’améliorer larésistance des plantes contre divers pathogénes et
d’atténuer aussi 1’effet négatif du sel et de la sécheresse(Barriuso et al., 2008). La souche
Bacillus subtilis est largement utilisée en raison de ses propriétés de biocontréle et sa
tolérance a la toxicité du fer (Terré et al.,, 2007). Les sidérophores produits par les
PGPRpeuvent protéger les plantes contre les bactéries pathogénes grace a leur grande affinité
au fer. Ils peuvent également protéger les plantes contre le stress oxydatif des métaux lourds
(Dimkpa et al., 2009) .

Cependant, les agents de biocontrdle doivent fournir une protection croisée contre divers
facteurs de stresse qui conduit a la construction d’un systeme agricole écologiquement et

économiquement durable en réduisant le besoin des pesticides.
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1. Objectif de ’expérimentation

Le présent travail a été réalisé au laboratoire de microbiologie et de phytopathologie a
I'université Mohamed EI Bachir El Ibrahim de Bordj Bou Arreridj .1l a porté sur la lutte
biologique contre des microorganismes nuisible a la culture des ceréales.

L’objectif consiste a :
= L’isolement d’agents pathogeénes bactériens et fongiques a partir de sol et de plantes
présentant des symptémes de maladies typiques aux céréales.
» L’isolement de souches antagonistes PGPR et PGPF a partir du sol rhizosphérique de blé
dur.
= Caractérisation du potentiel de promotion de la croissance de souches antagonistes isolées
in vitro.
=Une étude in vitro des interactions entre les souches antagonistes (Pseudomonas sp ;
Pfluorescent ; Bacillus sp. et Trichoderma sp.) et les souches phytopathogénes associés a la
culture de blé dur.

2. Prélévement des échantillons

Les préléevements ont été effectués a partir de la rhizosphére de Blé dur au stade tallage dans
différents sites de la Wilaya de bordj bou arreridj et de Bouira (Ain Soultan,Medjana, Oued
Lakhder, EAC KadriBouira )a une profondeur de (25a 30 cm)

Les variétés de blé échantillonnées et leurs dates de prélevement sont mentionnées dans le
tableau 01

Tableau 01 : Les différentes variétés de blé dur utilisées.

Site de prélevement Variétés Date de Précédent cultural
prélevement

Ain sultan / Ferme Ben Haya Oued Lberd 03/03/2022 Jachere travaillée
moussa

Medjana / Ferme mehamel Bousselam et GTA Dur 04/03/2022 Jachere travaillée
Oued lakhder /Ferme Laabachi Bousselam 05/03/2022 Jachére travaillée
Bachir

EAC Kadri Bouira Simeto 13/03/2022 Ble dur
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3. Isolement des rhizobactéries

Le matériel végétal, se présentant sous forme de touffes de plantules de blé. 10
plantules de chaque parcelle ont été prélevées d'une fagon aléatoire avec leurs mottes (au total
40 plantes ont été prélevées et transportés directement au laboratoire et conserveés jusqu'a leur
utilisation dans un délai maximal de 72 h). (Figure3)

Figure3 : matériel végétale

Ces derniéres ont été fortement secouées de maniere a enlever le sol adhérant a leurs racines.
Les racines ont été par la suite sectionnées a 1’aide d’un ciseau stérile en portions de 1 & 3cm

de longueur

3.1 Méthode des suspensions-dilutions

A T’aide d’une micropipette de 1000 pL, une série de dilution (10-1 & 10-9) doit étre
préparée en prélevant 5g du sol et en le placant dans un tube a essai stérile contenant 9ml
d’eau physiologique pour obtenir la premiére dilution de 10-1 puis de chaque dilution la
méme opération est répétée jusqu’a obtention de la dilution 10-9 (Abdesselam et Latache,
2017) .

Donc d’apreés le protocole précédant L’isolement des bactéries a été effectué par la méthode
des suspensions-dilutions. Dans 04 fioles stériles de 250 ml de capacité, 10 g de racines (de
chaque échantillon) et leur sol adhérent ont été suspendus dans 100 ml d’eau physiologique
stérile. L’ensemble des fioles ont subi une agitation a 150 tours par minute pendant 20

minutes.

Apres agitation, une série de dilutions au 1\ 10 eme a partir de chaque échantillon a été
réalisé en prélevant 1 ml de la solution initial (mére) et le mettez dans 09 ml d'eau
physiologique dans un tube a essai stérile, jusqu’a I’obtention de la dilution 107°, Deux

suspensions-dilution ont été réalisé pour chaque échantillon
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Apres la série de dilution, 100 pl de chacune des dilutions décimales appartenant aux
dilutions de 102 10 et 10%st étalé par la méthode de rateau sur la surface des boites de Pétri
contenant le milieu King B (KB) et la gélose nutritive (NA) (Annexe 01 et 02).

Les boites de Pétri contenant les milieux de culture ensemencés, portant les indications
nécessaires (origine de 1’échantillon, espece cultivée, dilution) sont disposées (en position
retournée) dans un incubateur. L’incubation est effectuée dans les conditions appropriées

(température de consigne 30 °C; durée d’incubation48 a 72 heures).

d- Cultures a partir des colonies c- Etalement sur boite de

sélectionnées Pétri

Figure 4 : Etapes d’isolement des bactéries rhizosphérique

3.2 Sélection des colonies bactériennes

Les colonies ou UFC (Unités Formant Colonies) qui se sont développées a la surface du
milieu de culture (milieu NA non sélectif et milieu King B permettant de différencier des
espéces de genre Pseudomonas) ont été sélectionnées en se basant sur des criteres
morphologiques.

3.3 Purification des souches bactériennes

L’isolement des bactéries nous a permis de distinguer 24 colonies bactériennes issues
des racines des plantules de blé dur. Les souches sélectionnées ont été purifiées, codées
(Tableau 02) puis cultivées sous des conditions d’asepsie, dans de nouvelles boites de Pétri

par etalement en stries sur le méme milieu de culture (King B et NA).
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Tableau 02 : Les différentes souches bactériennes isolées

Code des souches bactériennes Origine
OL1 Oued lakhder parcelle 1
OL 2 Oued lakhder parcelle 1
OL 3 Oued lakhder parcelle 1
OL 4 Oued lakhder parcelle 1
OL 10 Oued lakhder parcelle 2
OL 11 Oued lakhder parcelle 2
OL 12 Oued lakhder parcelle 2
OL 13 Oued lakhder parcelle 2
OL 14 Oued lakhder parcelle 2
AS 1 Ain soultan
AS 2 Ain soultan
AS 3 Ain soultan
AS 4 Ain soultan
AS 5 Ain soultan
AS 6 Ain soultan
MJ 15 Medjana
MJ 16 Medjana
MJ 17 Medjana
MJ 18 Medjana
MJ 19 Medjana
MJ 20 Medjana
MJ 21 Medjana
BO 1 Bouira
BO 2 Bouira
BO 3 Bouira
BO 4 Bouira
BO5 Bouira
BO 6 Bouira
BO 7 Bouira
BO 8 Bouira

4. ldentification des souches antagonistes

En fonction des objectifs de 1’étude et de la disponibilité¢ des produits (réactifs), une
identification des souches par des méthodes phénotypiques et biochimiques a été realisee.

4.1. Observation macroscopique des souches bactériennes selectionnées

L’¢tude des caractéres morphologiques (macroscopiques) consiste en 1’observation des
colonies bactériennes, a 1’ceil nu ou grace a la loupe binoculaire, prenant en compte les
¢léments d’identifications macroscopiques suivant (Joffin et Leyral, 2006) :

= Lataille des colonies par la mesure du diametre : ponctiformes, moyenne, ou grosse.
= Lachromogeénése : couleur de la colonie.

= La forme des colonies : rondes, irrégulieres, etc.
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= L'élévation : convexe, concave, ou plate.
= Lasurface : lisse, rugueuse, séche, ou dentelée.

4.2. Observation microscopique des souches bactériennes sélectionnées

L’étude microscopique consiste a étudier la forme et 1’arrangement cellulaire, type de
Gram et la mobilité des cellules bactériennes.
Une préparation a 1’état frais permet d’examiner et de mettre en évidence la forme des
bactéries ainsi que le type de leur mobilité et leur regroupement. Ces caractéres ont été
étudiés par observation microscopique a 1’état frais sur cultures en phase de croissance
dans une goutte d’eau distillée stérile entre lame et lamelle (Joffin et Leyral, 2006).
Deuxiémement, des observations microscopiques apres coloration de Gram (Annexe 03), ont
été établies afin de différencier le type de Gram (Gram positif ou Gram négatif), les bacilles et
les coques (Oulebsir- Mohandkaci, 2012).

4.1 Coloration de Gram

La coloration de Gram est la coloration différentielle microbiologique la plus
importante et la plus largement utilisée, publiée par Hans Christian Gram en 1884, elle permet
de différencier les bactéries selon 2 critéres principaux : leur forme et leur affinité pour les
colorants :

o Forme : Paires, Tétrades, Groupes, Chaines, Lancettes...
« Affinité pour les colorants : Gram positif ou Gram négatif
La coloration de Gram est basée sur l’action successive de plusieurs substances (la
composition et la préparation des colorants figurent dans (I’Annexe 03) dont le protocole se
déroule comme suit (Figure03) :
a) Prélever une colonie bactérienne a 1’aide d’une anse stérile.
b) Frotter la pointe dans une goutte d'eau sur la lame. Laisser sécher a l'air.
c) Passer 3 fois la lame dans la petite flamme (veilleuse) du bec Bunsen pour fixer
I'échantillon a la chaleur pendant 1 minute.
d) Inonder le frottis séché avec le réactif de coloration au cristal violet (violet de
gentiane) pendant 1 minute.
e) Laver la lame dans un jet doux et indirect d'eau du robinet pendant 2 secondes
f) Inondation avec le mordant : iode ou lugol pendant 1 minute.
g) Laver la lame dans un jet doux et indirect d’cau distillée stérile pendant 2 secondes.
h) Décolorer en faisant couler la solution de décoloration sur la lame jusqu’a ce que le

violet ne s’écoule plus du frottis (5 a 10 secondes).
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La solution de décoloration contient un mélange d’alcool et d’acétone. Les pores de la
paroi des Gram+ sont fermés par la déshydratation a I’alcool. La paroi est alors imperméable
et le colorant violet reste dans les bactéries. La membrane des Gram- est dissoute par le
mélange alcool-acétone. La paroi plus mince et de composition différente laisse alors sortir la
coloration violette.

1) Rincer a I’eau distillée stérile.

j) Inonder la lame avec contre-colorant, ‘safranine’ (rose) pendant45 secondes a 1
minute.

e Ce colorant permet de visualiser les bactéries Gram- décolorées a I'étape précédente.
Cette coloration moins forte que le violet n'affecte pas la couleur des Gram+.

K) Laver la lame dans un jet d'eau douce et indirecte de I'eau d’eau distillé jusqu'a ce
gu'aucune couleur n'apparaisse dans l'effluent, puis sécher avec du papier absorbant.

I) Observez les résultats de la procédure de coloration sous immersion dans I'huile et

examiner au microscope avec un grossissementx100.

[ =

Figure 5 : les différentes étapes de la coloration de Gram
5. Caractérisation du potentiel de promotion de la croissance de souches antagonistes

isolées in vitro

5.1 Evaluation in-vitro de I’effet de 24 souches rhizobactériennes sur la germination et la
longueur de la coléoptile de la variété Gta dur de blé dur

5.1.1 Préparation des graines de blé dur Triticum Durum

- Choisir soigneusement et méticuleusement les graines de blé dur avant leur utilisation, elles
doivent étre saine (pas de cassures, ni anomalie visible, tache ou maladie).

- Désinfecter les graines de blé en les incorporant dans une solution de 1’hypochlorite de

sodium a 3% pendant 5 minutes, ensuite les rincer avec I’eau distillé (Meksem et al.,
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2007).Dans des conditions d’asepsie, les graines désinfectées ont €té séchées dans du papier
buvard stérile puis dispersées dans des boites de pétri.

5.1.2 Preparation de la suspension bactérienne

A laide d'une anse de platine stérile, la créme bactérienne agée de 48 h est raclée
délicatement et mise en suspension dans 9ml de l'eau physiologique stérile, une bonne
homogénéisation est pratiqueée.

5.1.3 Evaluation de P’activité stimulatrice de la croissance in vitro
Un test préliminaire sur la germination des graines d’une seule variété de blé dur, var.

Gta dur a été réalisé dans des boites de pétrie ou 20 graines désinfectées ont été placées sur du
papier filtre Whatman (8,5 cm de diametre) stérile et imbibé par 5 ml d’une suspension des
souches bactériennes, provenant de cultures agées de 48h, appliquées individuellement. Chez
le témoin, Sml d’EDS ont été rajoutés par boite. Les boites ont ét¢ maintenues humides et
mises a incubation a 22°C pendant 72 heures. Le pourcentage de germination et la longueur
du coléoptile ont été calculés et les données ont été analysées pour déterminer les souches
stimulatrices de la croissance.

5.1.4 Evaluation de la capacité des souches PGPR a produire des enzymes a intérét
agricole
6. Production d’Amylase

La recherche d’ Amylase est effectuée par la mise en culture des isolats sur une gélose a
amidon (Annexe 04). Aprés incubation a 30°C pendant 5jours, les boites de Pétri sont
inondées par une solution d’iode lugol. Une réaction positive est marquée par 1’apparition

d’un halo clair autour des colonies (Holt et al., 1994).

3

.y =

a)l’addition de I'amidon b) L’ajoute du lugol ¢) Incubation dans un

température de 37c°

Figure 6:La recherche de I’activité amylolytique (Hydrolyse de I’amidon)
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7. Production de Protéase
La production de la protéase a été déterminée par un halo clair formé autour des

colonies poussant sur une gélose au lait écrémé, obtenue en mélangeant 1g d’agar suspendue

dans 90ml d’cau distillée avec 10ml du lait écrémé (Sebihi et al., 2020). (Annex05)

a) I'ajoute de lait écrémé sur le | b) coulage sur les boites pétri c)Incubation dans un
GN et I’ajoute des colonies température de 37c°

bactériennes

Figure 7: La recherche de I’activité protéolytique (hydrolyse des protéines)

8. Production de lipase

La production de lipase est a été déterminée par un halo clair formé autour des colonies

poussant sur un gélose au jaune d’ceuf, en mélangeant 1g d’agar suspendue dans 90ml d’eau

distillée avec un jaune d’ceuf (Annexe 06)

a)l'ajoute de le jaune d’ceuf sur | B) Coulage sur les boites de C) Incubation dans un
le GN pétri et 1’ajoute des colonies température de 37c°
bactériennes

Figure 8: La recherche de I’activité lipolytique (hydrolyse des lipides)

9. Evaluation de ’activité antagoniste in-vitro des trois souches sélectionnées a I’égard

de quelques bactéries phytopathogénes
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l'activité antibactériennes des souches rhizobactériennes OL4, OL2 et AS4 a I’égard
de quelques bactéries phytopathogénes a été déterminé. L’ensemble des souches bactériennes
(les9 bactéries phytopathogenes et les 3 bactéries antagonistes) ont été cultivées sur le milieu
King B pendant 48h a 28°C.

Dans des tubes a essai contenant 3ml d’eau gélosée a 0,6% et autoclavée, 500 pl de
suspensions de chacune des souches bactériennes phytopathogénes ont été rajoutés et coulés
dans des boites de pétri contenant une fine couche du milieu King B préparé au préalable
(Figure 12 aet b)

Parall¢lement, des puits (@ = 3mm) ont été pratiqués dans le milieu King B a 1’aide de
cones stériles et inoculés avec 10ul de suspension bactérienne, (Figure09 C )pathogéne
ou de I’EDS uniquement chez le témoin Apres 48h d’incubation a 28°C a 1’obscurité,

I’activité antibactérienne se traduit par I’apparition de halos clairs autour des puits.

b) Préparation du mélange (agar +suspension bactérienne ) et coulage dans
des boites de Pétri contenant le milieu King B

) Inoculation des puits avec 10ul de
chaque suspension bactérienne
phytopathogenes

Figure 9: Effet antagoniste des trois souches rhizobactériennes sélectionnées a

I’égard de cinq bactéries phytopathogénes
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Résultat et discutions

Dépistage des Rhizobacteéries a traits PGPR
L'étalement des prélévements racinaires et rhizosphérique effectues sur la GN , King
B, et l'incubation & une température de 33°C pendant un intervalle de 48 heures a permis
I’isolement de 30 souches bactériennes, sélectionnées sur la base de leur abondance. Les
souches isolées sont purifiées par des repiquages successifs sur la gélose nutritive.
9 souches ont éteé isolée de la région de Oued Lakhdar a partir de la variété Bousselam, 6
souches de la région Ain sultan a partir de la variété oued Ibared ,7 souches de la région
Medjana a partir de la variété Bousselam et Gta dur et enfin 8 souches de la wilaya de
Bouira isolées de la variété simeto.
10. Purification des souches rhizobactériennes
Un teste Préliminaire de purification des souches bactériennes, nous a permis
d’obtenir 24 sur 30 souches, qui représentent une perte de 20%.
11. Identification des souches
Une coloration de Gram des souches isolées et I'observation microscopique a permis de
visualiser la forme, la couleur et I'aspect des colonies isolées.

3.1 Observation macroscopique des souches bactériennes

L’examen macroscopique montre des colonies irrégulieres ou ronde et des couleurs
créeme et jaune-vert avec des tailles moyenne et grande de la 2 mm de diamétre et des

surfaces lisse et dentelée (Tableau 03).

Tableau 3 : Origine des prélévements, caracteres morphologiques des especes
bactériennes isolées a partir de la rhizosphere de blé

souches Origines forme des Couleurs taille des contour
bactérien colonies des colonies colonies des
nes colonies
OL1 Oued lakhder | irréguliéres jaune-vert | moyenne\grande lisse
Parcelle 1
oL2 Oued lakhder | irrégulieres jaune-vert | moyenne\grande lisse
parcellel
oL3 Oued lakhder | irrégulieres crémé ponctiforme\mo | dentelée
parcelle 1 yenne
oL4 Oued lakhder | irrégulieres jaune-vert | grande\moyenne lisse
parcelle 1

Page 18



Résultat et discutions

OL10 Oued lakhder | irrégulieres crémé ponctiforme dentelee
parcelle 2
OL11 Oued lakhder | irrégulieres jaune-vert | moyenne\grande lisse
parcelle 2
OL12 Oued lakhder | irrégulieres crémé moyenne dentelee
parcelle 2
OL13 Oued lakhder | irrégulieres jaune-vert ponctiforme\mo lisse
parcelle 2 yenne
AS1 Ain soultan ronde jaune-vert grand\moyenne lisse
AS2 Ain soultan ronde crémé moyenne\grande | dentelée
AS3 Ain soultan irrégulieres jaune-vert moyenne dentelée
AS4 Ain soultan ronde Jaune Ponctiforme Dentelée
verdatre
AS5 Ain soultan irrégulieres crémé moyenne\grande lisse
AS6 Ain soultan Ronde Jaune Ponctiforme lisse
MJ 15 Medjana Irrégulieres | Crémé /jaune moyenne lisse
MJ16 Medjana ronde crémé moyenne lisse
MJ17 Medjana ronde crémé moyenne lisse
MJ18 Medjana Irrégulieres crémé moyenne Dentelée
MJ 19 Medjana ronde crémé moyenne lise
MJ20 Medjana ronde crémé moyenne lise
MJ21 Medjana ronde crémé moyenne lise
BO1 Bouira irrégulieres crémé ponctiforme lise
BO2 Bouira irrégulieres crémé ponctiforme lise
BO3 Bouira irrégulieres crémé ponctiforme lise
BO4 Bouira irrégulieres crémé ponctiforme lise
BO5 Bouira Irréguliéres crémé ponctiforme lise
BO6 Bouira irrégulieres Jaune Moyenne lise
BO7 Bouira irrégulieres crémé ponctiforme lise
BO8 Bouira irrégulieres crémé ponctiforme lise

3.2 Observation microscopique des souches rhizobactériennes

Les résultats illustrés dans le Tableau 05 ont montré que la majorité des souches

isolées appartiennent aux bactéries a Gram positive .L’aspect microscopique des souches
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rhizobactériennes apres coloration de Gram a révélée deux forme de cellules : coques et

batonnets les coques

sont déposée en paires (diplocoques) ou en courte chainettes,

cependant, les batonnets présente des cellules associées en paires ou en courte chainettes.

La figure 10 montre 1’aspect microscopique de quelques souches rhizobactériennes avec le

grossissement x100.

Tableau 04: Observation microscopique des souches rhizobactériennes bactériennes

isolées a partir de la rhizosphére de blé

Bactéries Gram Eormes Dispositionérflgzlliz,)En chaine,
OL1 Gram positif | bacille En amas
OL2 Gram positif | bacille En amas
OoL3 Gram positif | bacille En amas
OoL4 Gram positif | bacille En amas
OL10 Gram positif | bacille En amas
OoL11 Gram positif | bacille En amas
OoL12 Gram positif | bacille En amas
OL13 Gram positif | bacille En amas
AS1 Gram positif | bacille En chainettes
AS2 Gram négatif | bacille isolés
AS3 Gram positif | bacille isolés
AS4 Gram négatif | bacille En chainettes
AS5 Gram négatif | bacille En chainettes
AS6 Gram négatif | bacille isolés
MJ15 Gram positif | cocci En amas
MJ16 Gram négatif | cocci En amas
MJ17 Gram négatif | cocci En amas
MJ18 Gram négatif | cocci En amas
MJ19 Gram négatif | cocci En amas
MJ20 Gram positif | cocci En amas
MJ21 Gram positif | cocci En amas
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BO1 Gram positif | cocci Diplocoque en chainettes
BO2 Gram positif | cocci Staphylocoque en amas
BO3 Gram positif | cocci Staphylocoque en amas
BO4 Gram positif | cocci Diplocoque en chainettes
BO5 Gram positif | cocci Diplocoque en chainettes
BO6 Gram positif | cocci Diplocoque en chainettes
BO7 Gram positif | cocci Staphylocoque en amas

Souche OL4 Souche AS4 Souche BO6
Bacille gram positif Bacille Gram Négatif Diplocoque Gram positif

BO4 diplocoque gram positif MJ15Cocci Gram positif MJ17 cocci Gram positif
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Figure 10: aspect microscopique des souches rhizobactériennes avec le grossissement
%100

12. Evaluation in-vitro de I’effet de 24 souches rhizobactériennes sur la germination et la
longueur du coléoptile de la variété GTA dur de blé

4.1 Effet sur le taux de germination des graines de blé

Les souches OL4 OL2 AS4 ont entrainé les taux de germination les plus élevés (100%,
100% et 95% respectivement), mais qui n’étaient pas différentes de ceux du témoin non
inoculé. Seules les souches rhizobactériennes qui ont entrainées les valeurs les plus faibles
(7souches) étaient différentes du témoin, indiquant un effet négatif sur la germination des
graines de blé le taux le plus faible a été observeé avec les souches codeesBO1 BO4 BO5 BO2

BO8 avec un taux de germination de 5% et 0%.

100
80
60
40
20

Figure 11 : Effet des 24 souches rhizobactériennes isolées sur le taux de germination des
graines de blé de la variété GTA dur
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4.2 Effet sur la longueur de coléoptile
L’analyse réalisée sur les données correspondant a la derniére date de mesure des

longueurs des coléoptiles a permis de mettre en evidence des différences entre les différentes
souches rhizobactériennes par rapport au témoin (Figurel2). Pour ce parametre nous avons
remarqué que les souches ayant montrées les taux de germination les plus importants ont
gardé le méme comportement avec la longueur du coléoptile.

La souche OL4 enregistré la valeur la plus importante avec 3,1 ¢cm, suivie de pres par la
souche OL2 (2.9 cm) et la souche AS4 (2.7 cm) comparativement au témoin qui a donné une
valeur de 3.2cm. Le reste des souches rhizobactériennes ont donné des valeurs plus faibles
indiquant un effet négatif sur la croissance du coléoptile des graines germées. La longueur la

plus faible du coléoptile a été notée avec les souches suivantes : BO2 BO4 BO5 BOS.

35
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Figure 12: Effet des 24 souches des rhizobactériennes isolée sur la longueur du

coléoptile de la variété GTA dur de blé dur.

13. Evaluation de la capacité des souches PGPR a produire des enzymes a intérét
agricole

5.1 Production d’Amylase
Les trois souches (OL4 OL2 AS4), sont capables d’hydrolyser I’amidon, ce qui

signifie que ces dernieres possedent une amylase. L’hydrolyse de ’amidon s’exprime par un
halo d’éclaircissement autour des colonies (Figure 13). Selon Satyanarayana et Johri
(2005), de nombreuses especes du genre Bacillus sont connues par leur capacité a produire
des a-amylases thermostables. Celles-ci comprennent des a-amylases de B. coagulants, B.

licheniformis,  Geobacillus  thermoleovorans, = B.  stearothermophilus, et B.

thermoamyloliquefaciens

Par contre les autres souches ne produisent pas de 1’amylase (absence d’un halo clair) donc

elles sont incapable d’hydrolyser I’amidon (Figure c).
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OLA4+++

OL2++

apparition d'un halo clair

apparition d’un halo claire

-

d)

|

Bol -

Absence total d'un halo clair

AS4+

Apparition d'un halo claire

Figure 13: Production d’Amylase

5.2 Production de protéase

La protéase est un groupe d'enzymes protéolytiques qui décomposent les grosses

molécules de protéines. Pour savoir si nos bactéries sont capable d’hydrolyser les protéines,

L’activité protéolytique des souches a été testée sur milieu gélose au lait, et a révelé

I’apparition des zones claire autour des souches OL4 OL2 AS4. Contrairement avec les MJ16

BO1, on observe une
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La souche OL4 La souche OL2

++++ présence d’un halo claire ++ présence d’un halo claire

La souche BO1 La souche AS4

-Absence d’un halo claire + présence d’un halo claire

Témoin La souche

MJ 16-Absence d’un halo claire

Figure 14 : Production de protéase

5.3 Production de Lipase a reformuler

Les souches OL4 OI2 As4 montrant la présence une zone claire (halo) les souches
BO1 MJ 16 montrant I’absence de le halo En a comparé les résultats avec le témoin
(Figurel5)
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Les souches Observation

OL4 +++ présence d’un halo claire OL2 +++ présence d’un halo claire

AS 4++++présences d’un halo BO1 + présence d’un halo claire

Figure 15 : production de Lipase chez les bactéries OL4, OL2, AS4 et BO1

Tableau 05 : Résultats des différents tests d’activités enzymatiques réalisés :

Isolat Amylase Protéase Lipase
OoL4 +++ +++ +++
oL2 ++ ++ +++
AS4 + + +++
B0O1 - - +

+: Activité faible; ++ : activité moyenne ; +++ : activité forte ; - : Pas d’activité enzymatique

D’aprés les résultats (Tableau5). Toutes les souches étudiées possedent au moins une
activité hydrolytique, on remarque que toutes les isolats (OL4 OL2 AS4 BO1) possédent de
I’activité lipolytique ; viens en deuxiéme lieu ’activité amylasique qu’est présente chez (OL4

OL2 AS4 ) isolats. Enfin I’activité protylitique qu’est présente chez (OL4 OL2 AS4)
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14. Evaluation de Dactivité antagoniste des souches OL2, OL4 et AS4 a I’égard de

quelques bactéries phytopathogenes

Les résultats relatifs au test du pouvoir antimicrobien des trois rhizobactéries codées

OL2, OL4 et AS4 al’égard de neuf bactéries phytopathogénes sont rapportés dans le tableau

Tableau 06 : Effet antagoniste des trois souches rhizobactériennes a I’égard de 09

bactéries phytopathogénes

bactéries Souches rhizobactériennes antagonistes
phytopathogenes OL2 OoL4 AS4
MJ 16 -
BO6 +
AS5 +
MJ 14 +
BO1 -
AS 1 + +
BO4 +
MJ 15 +
BO 4

- : absence d’un halo clair + : présence d’un halo clair

La mise en culture duelle des souches rhizobactériennes antagonistes avec des
bactéries phytopathogenes se traduit par I’apparition d’un halo clair autour des colonies des
bactéries testées. C’est le cas de la souche codée OL4 mise en culture duelle avec les
souches BO1 MJ14, AS1 ou nous avons observé un halo clair autour les souches MJ14 AS1

et I’absence de 1'halo avec la souche BO1.

La souche OL2 elle a un effet important a I’égard des souches MJ 16 AS 5 BO6
tandis que la présence d’un halo clair autour les souches MJ16, AS5 et I’absence de 1’halo
dans la souche BO6, La souche AS4  presente un halo autour les souches MJ15, AS,
BO4(Figurel4)

L’halo dans la souche BO6, La souche AS4 présente un halo autour les souches MJ15,
AS, BO4(Figureld)
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Effet des souches Effet des souches Effet des souches
rhizobactériennes codée rhizobactériennes codée MJ15 | rhizobactériennes codée
MJ14 BO 1 AS1 al’égard de | BO4 AS a I’égard de la souche | MJ16 BO6 ASS a I’égard
la souche antagoniste OL4 antagoniste AS4 de la souche antagoniste
oL2

Figure 16 : Effet antagoniste des trois souches rhizobactériennes sélectionnées a I’égard de

neuf bactéries phytopathogenes.

15. Discussion
7.1 Isolement et purification des rhizobactéries

L”’isolement des rhizobactéries a partir les rhizosphéres des céréales a partir les
régions Ain soultan,Medjana, Oued lakhder et Bouira nous a permis d’obtenir 30 souches
rhizobactériennes. Apres purification de ces derniéres, seulement 24 souches ont pu étre
repiquées, le reste qui représente 20% du total n’a pas pu étre cultivé. Plusieurs auteurs qui
ont menés leurs études sur la dynamique des populations bactériennes ont pu isoler un nombre
beaucoup plus important de souches bactériennes du sol en utilisant des protocoles
expérimentaux différents, et dans ce cas ils ont prouvé que le facteur limitant la détection des
bactéries était la méthode de leur extraction et de leur récupération d’ou la nécessité d'un
protocole expérimental adéquat pour optimiser I’extraction des bactéries du sol (Gouzou,

1999).

Le genre Bacillus se compose de plus de 222 especes identifiées, distribué largement

dans beaucoup d'habitats terrestres et aquatiques (Ki et al. 2009). Il est bien connu comme un
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grand producteur d'enzymes (Sanchez-Porroet al. 2002) et beaucoup des especes appartenant

a ce genre sont considérées comme bactéries promotrices de la croissance des plantes.

7.2 Evaluation in-vitro de I’effet de 24 souches rhizobactériennes sur la germination et
la longueur de coléoptile de la variété Gta dur de blé dur

Les PGPR sont en mesure d'exercer un effet bénéfique sur la croissance des plantes
telles que l'augmentation du taux de germination des graines. De nombreux travaux ont
prouvé que l'utilisation des PGPRont donné une meilleure germination des graines de céréales
(Kirdi., 2011 ; MESSAOUDI..,2015) et sur des cultures maraichéres telles quela tomate, de
poivre, de laitue, du radis petit pois, de feve (Reyes et al. 2008 ; Klirdi., 2011).

L’inoculation par les trois souches codées OL4, OL2 AS4 semble améliorer légerement
le taux de germination et de croissance des coléoptiles. Walker (2010), dans son étude sur
I’impact de 1’inoculation des microorganismes phytobénéfiques sur le métabolisme secondaire
de Zea mays L., indique que I’effet PGPR ne se manifeste pas sur les biomasses ni sur les
longueurs racinaires en condition in-vitro. Il est & noter que la croissance de la plantule
pendant 10 jours se fait uniquement sur les réserves de la graine Cependant, selon le méme
auteur, certains paramétres permettent de faire référence a I’effet des souches de stimulation

végétale.

Les PGPR sont considérées comme une composante pour le maintien de la nutrition
adéquate des plantes. Les PGPR pourraient favoriser I'absorption des nutriments. plusieurs
bactéries (Agrobacterium, Bacillus, Streptomyces, Pseudomonas et Alcaligenes) sont
capablesd’induire la formation de racines et la croissance des boutures (Bassil et al. 1991;
Hatta et al., 1996; Rinallo et al., 1999). En outre, certaines PGPR améliorent 1’absorption de
ces éléments nutritifs en favorisant le développement des racines (Mantelin et Touraine,

2004) par la production de phytohormones (Kloepper et al. 2007).

En revanche 21/24 souches rhizobactériennes ont été caractérisées comme étant
déléteres de la croissance végétale. Les résultats de 1’étude du taux de germination et celui des
longueurs de coléoptiles des graines traitées par les différentes souches bactériennes isolées
nous ont permis de conclure qu’il existe une diversité dans le pouvoir délétere de ces
bactéries. Ceci corrobore les travaux qui ont abordé I’inhibition de la germination des graines

par les bactéries délétéres, appelées en anglais « Deleterious Rhizobacteria » ou DRB.
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7.3 Production d’enzymes

Les enzymes sont des macromolécules protéiques de haute masse moléculaire (10 a
100 kDa). Elles catalysent les réactions chimiques en augmentant leurs vitesses d’au moins
106 fois, par rapport a la réaction en leur absence (Granner, 2008). Les microorganismes
constituent la principale source d’enzymes. Les bactéries sont parmi les microorganismes les

plus abondants et métaboliquement les plus actifs du sol (Bousseboua, 2005).

Un grand nombre d'enzymes de bactéries ont été caractérisés dans la littérature, comme
les cellulases, les amylases, les pullulanases, les xylanases, mannanase, pectinases, chitinases,
protéases, lipases, les estérases, phosphatas et les phytases

Elles sont a la fois spécifique du type de réaction catalysée et d’un seul substrat ou d’un petit
ensemble de substrat fortement apparentés (Granner et al, 2008)

Gréace a l'activité des enzymes synthétisées par les bactéries, des composés de grands
poids moléculaire peuvent étre clivés en monomere ce qui aboutit par conséquent a leur

dégradation pour étre assimilés par la cellule bactérienne et par les plantes

Alors, cette action se résume dans le clivage de 1’acide polygalacturonique (PGA) en
acide monogalacturonique, ouvrant ainsi les liaisons glycosuriques, réduisant 1’adhésion
intracellulaire et la rigidité tissulaire (Fogarty et Kelly, 1980 ; Tatianadacosta et Flevo,

2005). Ce qui aboutit par conséquent a la dégradation de la

7.4 Production d’amylase

L'amylase est une enzyme hydrolysant l'amidon. Elle est constituée d’une camylase et

d’une B-amylase (Pandey et al, 2000).

11 est bien établi que les a-amylases sont synthétisées par les plantes, les animaux et les
micro-organismes, tandis que, les B-amylases sont principalement synthétisées par les plantes.
Plusieurs autres enzymes sont induites en présence de I'amidon, mais ce sont les a-amylases
qui dégradent I'amidon en glucose et/ou oligosaccharides, alors que avec les - amylases on
obtient du maltose (Pandey et al., 2000 ; Raj et al., 2009). La synthése des enzymes
amylasique par les bactéries permet une dégradation de la matiére organique dans la nature et
ainsi fournir des eléments minéraux que les plantes vont utiliser pour leur croissance. Les

enzymes amylolytiques sont d'importance cruciale en biotechnologie avec énorme
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applications dans des différentes industries : alimentaire, de textile et de papier (Raj et al.
2009).

Dans notre travail, la production de I’amylase est observée chez 1’isolat OL 4 OL2 AS4
Khandeparker et al. (2011) aidentifiées isolats bactériens marins qui peuvent produire des
enzymes dégradant les carbohydrates (amylase, cellulase, hémicellulase). La majorité de ces
bactéries appartient au genre Bacillus suivi de Vibrio, Marinobacter, Exiquinobacterium,
Alteromonas, Enterobacter et Aeromonas.

La cellulase exogéne peut é&tre un moyen potentiel pour 1’accélération de la
décomposition de paille,de la matiére organique et par conséquent 1’augmentation de la
fertilité¢ du sol. En plus de ce réle l'utilisation de la cellulase est devenu un des moyens
importants d'améliorer la production de bétail et de volaille et I'utilisation d'aliments (Zhou et
al., 2013).

7.5 Production de protéase

Protéase C'est un groupe d'enzymes protéolytiques qui décomposent les grosses
molécules de protéines en protéines courtes.
Les protéases jouent un role significatif dans la minéralisation de 1’azote dans le sol. C’est un
processus important dans la disponibilité de I’azote et donc dans la croissance des plantes.
Cette enzyme dans le sol est généralement liée aux colloides inorganiques et organiques
(Nannipieri et al., 2011 ;Petit et Jobin, 2005). La concentration élevée de cette enzyme
extracellulaire est un indice de la capacité biologique présente dans le sol pour dégrader les

différents substrats azotés et libérer de 1’azote minéral (Petit et Jobin, 2005).

L’activité protéasique peut avoir un effet plus poussé, elle influence indirectement la
synthése des auxines en libérant les acides aminés comme le tryptophane qui est le précurseur

de la synthése de I’AIA et d’autres substances appariées (Mansour et al., 1994).

7.6 Production de lipase

Les lipases, forment une classe d’enzymes hétérogénes selon leurs origines, qu’elles
soient animales, vegétales ou microbiennes.
Elles sont largement répandues chez les bactéries (Gram+ en grande quantité), les levures et
les champignons filamenteux. La production de lipases est influencée par le type et la
disponibilité de la source du carbone et d’azote (de Guzman et al., 2008). Les lipases sont

produites durant la croissance bactérienne, ou cette période de production peut varier de
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quelques heures a plusieurs jours selon les bactéries et les conditions environnementales (de
Guzman et al., 2008).

Les lipases forment un groupe souple d'enzymes, grace au grand nombre de réactions
catalysees par ces enzymes, En fonction du micro-environnement de I’enzyme, elles peuvent
agir en tant qu’hydrolases en milieu aqueux ou comme catalyseurs en synthese organique. En

tant qu’hydrolases.

plus de son réle physiologique majeur dans le métabolisme des graisses et des lipides,

certaines lipases sont capables d’hydrolyser des phospholipides et des esters de cholestérol

(de Guzman et al., 2008).

Evaluation de I’activité antagoniste des souches OL2, OL4 et AS4 a I’égard de quelques
bactéries phytopathogénes

Les résultats du test de I'activitéantibactérienne nous a permis d’observer des zones
d’inhibition de 15mm , 7 mm 10 mm,7 a10 mmet 8mm, 5mm, 7 a10mm, 10 mmet 7
mm a I’égard des souches MJ 16 AS1 et BO , MJ15 AS1 BO et MJ ,AS BO
respectivement. Ces zones d’inhibition indiquent la diffusion dans le milieu d’une substance
antibactérienne non volatile secrétée par les souches Ol4, OI2 et As4 efficaces contre les
souches phytopathogenes Nos résultats rejoignent lesrésultats de (Kirdi ,2011) et
(Messaoudi., 2015)

Des travaux menés par (Admilton et al. (2011)) visant 1’évaluation de I’activité
antibiotique des composés extracellulaires produits par Pseudomonas sp. (OL4) a I’égard de
Xanthomonas citri pv. citri, (souche 360).Ces auteurs ont montré qu’une fraction obtenue a
partir d’un filtrat de culture de Pseudomona sp.avait un effet antibiotique trés prononcé vis-a-

vis de la souche 306 de Xanthmonas citri pv. citri in-vitro.
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Conclusion

Bien que I"application des PGPR ait une importance majeure dans I"agriculture, elle reste

toujours insuffisante devant I"utilisation des pesticides et des engrais chimiques.
Dans notre étude, 04 échantillons du sol sont prélevés d"une maniére aléatoire de différentes
régions a savoir : Ain Soultan, Medjana, Oued Lakhder, de la wilaya de bordj bou arreridj et
EAC Kadri de la wilaya de Bouira. Ces échantillons ont fait 1’objet d’un isolement de
bactéries d’intérét agricole (PGPR). L’isolement nous a permis d'obtenir 30 souches
rhizobactériennes, dont 27 souches (75%) se sont révélées inhibitrices de la germination des
graines et/ou de I'élongation de la coléoptile. Trois souches rhizobactériennes codées OL4,
OL2 et AS4 ont montré une légere stimulation de la croissance des plants de blé lors des tests
in-vitro, non différente de celle des plants témoins, et par conséquent, ne peuvent pas étre
considérées comme étant PGPR sur le stade de germination.

Les résultats des tests d’activités enzymatiques a savoir :la synthése des lipases,
amylases, ainsi que la protéases ont permis de montrer des résultats potentiels. Les souches
codees OL4, OL2 et AS4 se sont montrées positives pour ces 03 activités.

En se basant sur les résultats obtenus, on conclut que les bactéries rhizosphériques (OL4,
OL2 et AS4) étudiées dans ce travail sont capables de produire différentes enzymes
hydrolytiques d’une importance agronomique (des composés de grands poids moléculaire
peuvent étre clivés en monomere ce qui aboutit par conséquent a leur dégradation pour étre
assimilés par les plante favorisant ainsi la croissance végétale comme : la solubilisation du
phosphate, minéralisation de I’azote, dégradation de la matiere organique et amélioration de la
fertilité du sol...

Les souches qui se sont révélées positives ont été retenues afin d’étudier leurs pouvoir
antagoniste en vers des bactéries phytopathogénes. La mise en culture duelle des trois
rhizobactéries avec des bactéries phytopathogenes du genre Pseudomonas a mis en évidence
une zone d’inhibition allant de 2 a 3cm, indiquant la production probable de substances
diffusibles dans le milieu par les souches OL4, OL2 et AS4.

Toutefois, notre recherche n’a porté que sur quelques activités enzymatiques pour cela cette
étude peut étre plus approfondie et accomplie par d'autres tests incluant :

- La mise en évidence de la présence d’autres enzymes.

- Une évaluation quantitative des activités enzymatiques présentes chez ces souches.

- L’¢étude de I’activité antifongique
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Au terme de ce travail qui ouvre plusieurs perspectives de recherches ; il serait interagissant
d’approfondir les études pour : 1 déterminez les parametres principaux pour éliminer les
champignons et /ou les bactéries phytopathogénes par les bactéries PGPR

L’application d’un systeme de lutte biologique se stabilisant nécessairement sur la survie des
micro-organismes antagonistes et/ou stimulateur au niveau de la rhizosphere

La poursuite des travaux nécessite 1’étude de pouvoir colonisateur des bactéries sélectionné
au niveau de la rhizosphere et 1’évaluation de leur effet d’une part sur la croissance de la
plante cible

Et d’autre part sur le développement des autres microorganismes pour ne pas créer un
déséquilibre dans 1’environnement

Il est trés important aussi d’effectuer un échantillonnage plus large dans les principales zones
céréaliéres de pays et dans les différents étages bioclimatique pour obtenir des souches plus
efficaces

L’identification morphologique des bactéries isolées doit étre confinée par les outils
moléculaires

Ce travail demontre les présences des bactéries bénéfique dans la rhizosphere du blé, cz qui
nécessite des études complémentaire afin de trouver des moyens permettant de réduire les
dégats des pathogenes sur le blé tout en améliorant la production des plantes en général et du

blé particulier
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Annexe 01 : Milieu pour I’isolement et la purification GN

Milieux de culture déshydratés, en poudre gélose NU..........ccccvvvevvevernenne. 239

EaU AISLHIEE ... 1000ml
Annexe 02 : Milieux pour P’isolement et la purification KING B

Milieux de culture déshydratés, en poudre King B............................ 23¢g
Eau distillée..........coovevrrveenne. 1000ml

Annexe 03 : Composition et préparation des colorants

> Violet de gentiane phéniqué :

e violet de gentiane : .......... 109

e phénol:......cccoee. 20 g

e éthanol (95°GL) :.......... 100 ml

e caudistillée: ............... 011

» Solution iodée de Gram ou lugol :

e iodure de potassium:20g;

e iode métalloide 12: 109 ;

e caull;

» fuchsine pour Gram :

e fuchsine de Ziehl = fuchsine basique : 10 g ;

e phénol :50(9;

e éthanol : 100 ml ;

e cau distillée : 1 1.

e Diluer au 1/10° pour la fuchsine pour GRAM ;
» Décolorant alcool acétone : éthanol (alcool) "absolu™ 5 volumes ; acétone : 1 volume

Annexe 04 :
Milieu PDA a 1% d’amidon

Extrait de pOMME A& TEITE ....c.ooiiiiiiieiee e 1000ml
AIMIAON Lo e st re e baete e beare s 10g
GIUCOSE ..ttt sttt et e e e besbeateesreaes 20g

N - 20g

200g de pomme de terre non pelées vieilles sont lavés et coupés en petites dés ensuite mis
dans un litre d’eau distillée et portés a ébullition pendant 1heure , ils sont enfin écrasé,
filtré ,compléter a 1L d’eau distillée

- L’agar et ’amidon sont dissous a chaud dans I’extrait de pomme de terre. Compléter a un

litre d’eau distillée, ajuster le pH a 5 et stériliser a 110°C, pendant 30 min.
— Milieu gélosé a 5% de lait écrémé(Protéase )

LAt BCrEIME ... et 50ml

GIN et nreas 10g

BaU diSTHIBE.......ooe 1000m

Annex 05

— Milieu gélosé avec jaune d’ceuf (Lipas)

jaune d’ouf ... 1 jaune d’oeuf
GIN et ee e 10g

Bau diStile. ... et 1000m



Résumé

La présente étude a été effectuée dans le But d'isolement d'agents pathogénes et
antagonistes (bactéries) a partir de la rhizosphére de blé dur dans 4 sites différents en a obtenu 12
Souches inhibiteurs de germination des graines et/ou de 1’¢longation de les coléoptiles des
graines. 3 Souches rhizobactériennes codée OL4 OL2 AS4 ont montré une forte stimulation de la
croissance des Plantes de blé dur lors des tests in-vitro .ont été étudié les caractéristiques
microscopique et Macroscopique de ces bactéries, ainsi que I’activité enzymatique ; ou nous nous
sommes appuyés sur I’étude de I’activité des enzymes amylase, protéase et lipase.
Les bactéries OL4 OL2 AS4 ont montré la présence d’un halo clair autour d’elles, ce qui
confirme I’activité enzymatique de ces bactéries contrairement aux bactéries pathogéenes chez les
quelles les halos clairs n’apparaissaient pas.
Les résultats ont montré la présence d'une diversité de bactéries ou Nous avons trouvé des
bactéries PGPR de type Pseudomonas et des bactéries pathogénes. Ont un Effet inhibiteur et
létale sur le blé dur. La culture de bactéries antagonistes avec les bactéries Phytopathogénes du blé
a révélé la présence d'une zone d’inhibition indiquent la possibilité de Production probable de
substances diffusibles dans le milieu par les souches efficaces contre les Bactéries

Mots clés : antagoniste, Rhizobactéries, PGPR, blé dur, Phytopathogeénes.

Abstract
The present study was carried out with the aim of isolating pathogens and antagonists (bacteria)
from the rhizosphere of durum wheat in 4 different sites obtained from it 12 strains inhibitors of
germination of seeds and/or elongation of seed coleoptellates. 3 Rhizobacterial strains coded OL4
OL2 AS4 showed a strong stimulation of the growth of durum wheat plants in in vitro tests.
Microscopic and macroscopic characteristics of these bacteria, as well as enzymatic activity were
studied; or we relied on the study of activity of the enzymes amylase, protease and lipase.OL4
OL2 AS4 bacteria showed the presence of a clear halo around them, which confirms the
enzymatic activity of these bacteria unlike pathogenic bacteria in which clear halos did not appear.
The results showed the presence of a diversity of bacteria or we found PGPR type Pseudomonas
bacteria and pathogenic bacteria. Have an inhibitory and lethal effect on durum wheat. The culture
of antagonistic bacteria with wheat phytopathogenic bacteria revealed the presence of an
inhibition zone indicate the possibility of probable production of diffusible substances in the
medium by strains effective against bacteria

Keywords: antagonist, Rhizobacteria, PGPR, durum wheat, Plant pathogens.
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