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Résumé

Cette étude a évalué les propriétés bioactives et la tolérance au stress salin de deux souches
bactériennes rhizosphériques, Bacillus pumilus BR7 et Pseudomonas cremoricolorata MR4,
isolées de la rhizosphere de 1’halophyte Salsola tetrandra dans la région de Bousaada. Les deux
souches présentent des profils physiologiques et biochimiques contrastés, traduisant des
adaptations spécifiques a leurs environnements respectifs. Toutes deux produisent de I’acide
indole-3-acétique (AIA), solubilisent le phosphate inorganique et tolérent un stress salin allant
jusqu’a 1 M de NaCl, confirmant leur potentiel en tant que bactéries promotrices de croissance
(PGPR). Toutefois, seule MR4 synthétise des sidérophores, exprime une tyrosinase, résiste au
cristal violet et produit de maniére marquée du HCN ainsi que de 1’uréase, renforgant son
aptitude au biocontrole. En parall¢le, BR7 se distingue par son taux de croissance élevé en
conditions salines, ainsi qu’une activité¢ enzymatique marquée (amylase, protéase et catalase),
illustrant un potentiel intéressant pour l'amélioration de la fertilité des sols. Néanmoins,
I’inoculation des graines de blé dur (variét¢ WAHA) avec BR7 n’a pas induit d’amélioration
significative du taux de germination, ni des parameétres physiologiques de croissance (longueur
des racines et parties aériennes, poids frais et poids sec), aussi bien en conditions normales que
sous stress salin. Ces résultats suggerent que les effets bénéfiques de cette souche pourraient se
manifester a des stades plus avancés du développement végétal. L’ensemble de ces données
souligne I’intérét d’approches combinées et de recherches complémentaires pour optimiser
I’usage de ces souches dans des conditions agronomiques variées, en vue de promouvoir des

pratiques agricoles durables.

Mots-clés : PGPR, Bacillus pumilus, Pseudomonas cremoricolorata, stress salin, blé dur.



Abstract

This study evaluated the bioactive properties and salt stress tolerance of two rhizospheric
bacterial strains, Bacillus pumilus BR7 and Pseudomonas cremoricolorata MR4, isolated from
the rhizosphere of the halophyte Salsola tetrandra in the Bousaada region. The two strains
exhibit contrasting physiological and biochemical profiles, reflecting specific adaptations to
their respective environments. Both produce indole-3-acetic acid (IAA), solubilize inorganic
phosphate, and tolerate salt stress up to 1 M NaCl, confirming their potential as plant growth-
promoting rhizobacteria (PGPR). However, only MR4 synthesizes siderophores, expresses
tyrosinase, resists crystal violet, and exhibits marked production of HCN and urease, thereby
strengthening its biocontrol potential. In contrast, BR7 stands out for its high growth rate under
saline conditions, along with notable enzymatic activity (amylase, protease, and catalase),
indicating a strong potential for enhancing soil fertility. Nevertheless, inoculation of durum
wheat seeds (WAHA variety) with BR7 did not result in any significant improvement in
germination rate or physiological growth parameters (root and shoot length, fresh and dry
weight), under either normal or saline conditions. These findings suggest that the beneficial
effects of this strain may manifest at later stages of plant development. Overall, the data
highlight the importance of combined approaches and further research to optimize the use of
these strains under diverse agronomic conditions, with a view toward promoting sustainable

agricultural practices.

Keywords: PGPR, Bacillus pumilus, Pseudomonas cremoricolorata, salt stress, durum wheat.
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INTRODUCTION




L’agriculture contemporaine est confrontée a une série de défis interconnectés, mettant en péril
la sécurité alimentaire mondiale. Parmi ces défis figurent la baisse de la productivité agricole,
la dégradation des sols, mais aussi la salinisation croissante des terres cultivables et les effets
du changement climatique, tels que la variabilité des précipitations, les stress thermiques et
hydriques, et ’augmentation de la fréquence des événements extrémes. Ces facteurs, combinés,
altérent la croissance des plantes, réduisent les rendements et aggravent la vulnérabilité des

systemes agricoles (Wood, 2000).

Selon les prévisions des Nations Unies, la population mondiale atteindra environ 9 milliards
d’habitants d’ici 2050 (Wood, 2000), ce qui accentuera la pression sur les ressources agricoles.
Pour y faire face, I’agriculture moderne a massivement recours aux engrais chimiques et aux
pesticides afin d’intensifier la production (Rubio et al., 2013). Cependant, leur usage excessif
contribue a la contamination des écosystémes, nuit a la biodiversité microbienne des sols et

aggrave leur détérioration physique et biologique (Craswell., 2021).

Dans ce contexte, se pose une problématique centrale : comment assurer une productivité
agricole durable tout en préservant la qualit¢ des sols et en répondant aux contraintes
environnementales telles que la salinité et les effets du climat ? Une réponse innovante réside
dans 1’utilisation de microorganismes bénéfiques du sol, et en particulier des rhizobactéries

promotrices de croissance végétale ou PGPR (Plant Growth-Promoting Rhizobacteria).

Ces bactéries, naturellement présentes dans la rhizosphére, sont capables de stimuler la
croissance des plantes par divers mécanismes (solubilisation des nutriments, production
d’hormones végétales, activité antimicrobienne...) et peuvent aussi renforcer leur tolérance aux
stress abiotiques, notamment la salinité, en modulant les réponses physiologiques des plantes
(Qureshi et al., 2012). L hypothéese centrale de ce travail est que certaines souches de PGPR,
bien adaptées a I’environnement végétal, peuvent a la fois améliorer la germination et la
croissance des plantes, et renforcer leur résilience face aux stress abiotiques comme la salinitg,

tout en limitant le recours aux intrants chimiques.

Dans cette optique, I’objectif principal de ce mémoire est d’évaluer le potentiel de deux souches
bactériennes isolées : Bacillus pumilus (BR7) et Pseudomonas cremoricolorata (MR4) en tant

qu’agents promoteurs de croissance.



Plus spécifiquement, ce travail vise a :

e (Caractériser biologiquement et fonctionnellement ces deux souches, notamment en
¢tudiant leur capacité¢ a s’adapter a I’environnement rhizosphérique et a induire des
effets bénéfiques sur les plantes ;

e Tester in vivo I’effet de I’inoculation de la souche BR7 sur la germination du blé dur,

en comparant les résultats a un témoin non traité.

Ce mémoire s’organise de la maniére suivante : une premiére partie est consacrée au contexte
scientifique et agronomique, suivie de la description de la méthodologie expérimentale mise en
ceuvre. Les résultats obtenus sont ensuite présentés et discutés, en mettant I’accent sur les
mécanismes d’action potentiels des souches étudiées et leur intérét agronomique dans un

contexte de stress salin et de changement climatique.



SYNTHESE
BIBLIOGRAPHIQUE




I- Généralité sur la rhizosphere et les PGPR
1- Le sol

Le sol est un environnement vivant hautement structuré, composé de cinq éléments distincts :
les minéraux solides, les matiéres organiques, la fraction vivante, la phase gazeuse et la phase
liquide. Grace a son fonctionnement et a son organisation, il constitue un véritable systéme
écologique dynamique, servant de milieu commun a tous les écosystémes terrestres (forestiers,

prairiaux, agricoles) et contribuant activement a leur fonctionnement (Gros, 2002).

Le sol constitue un réservoir microbien essentiel, abritant une flore microbienne complexe et
variée. Il joue un réle crucial dans 1’écosystéme terrestre ainsi que dans la vie des organismes
multicellulaires qui y résident. Les plantes tirent profit de I'influence directe et/ou indirecte des
micro-organismes, en particulier de la flore présente dans la rhizosphere. (Munees et

Mulugeta, 2014).

2- La rhizosphere

Le terme "rhizosphere" (du grec rhiza : racine et sphére : ce qui entoure) a été introduit en 1904
par le chercheur Allemand Hiltner pour désigner la zone du sol qui entoure les racines et qui est
influencée, directement ou indirectement, par celles-ci. Considérée comme la partie cachée du
systéme racinaire, elle joue un rdle essentiel bien que souvent méconnu. Cette zone se distingue
par une richesse en nutriments par rapport au sol environnant, en raison de I'accumulation de
divers exsudats racinaires, notamment des acides aminés et des sucres, constituant une source

d’énergie et de nutriments pour les bactéries du sol (Gray et Smith, 2005).

La rhizosphére est une zone du sol caractérisée par une concentration ¢élevée en dioxyde de
carbone et une faible teneur en oxygene dissous. En raison de ces conditions, elle constitue un
milieu réducteur favorisant 1’activité dénitrifiante, qui transforme les ions nitrates en oxyde
d’azote, voire en ammoniac. Elle joue également un role essentiel dans la modification des
propriétés du sol, influengant ses caractéristiques biologiques, la biodiversité, I’activité

microbienne, ainsi que la fertilité et la qualité du sol (Gobat et al., 2003).

La rhizosphére est un habitat dont les frontiéres restent imprécises, car elle constitue un gradient
microbiologique et physico-chimique qui s’étend de la racine elle-méme jusqu’a une distance
approximative de 1 a 5 mm, au-dela de laquelle I’influence de la rhizosphére s’atténue
progressivement. Selon Schroder et Hartmann (2003), cette zone d'interaction peut étre

subdivisée en trois régions distinctes (Figure 01) :



1. La rhizosphére, au sens strict, désigne la mince couche de sol adhérant étroitement aux
racines.

2. Le rhizoplan correspond a la surface des racines, dont la microflore peut étre isolée par
une agitation vigoureuse

3. L’endorhizosphére fait référence aux espaces intercellulaires du cortex envahis par les
microorganismes, tandis que I’exorhizosphére désigne la zone du sol avoisinant la racine

et influencée par celle-ci (Gobat et al., 2003).
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Figure 01 : Les zones de rhizosphere (Agbodjato et Babalola, 2024)

3- Microbiome de la rhizosphére

L'ensemble des microorganismes présents dans un environnement végétal est désigné sous le
terme de microbiome de la plante ou encore appelé le génome microbien des plantes (Odelade
et Babalola, 2019). Ce dernier est bien plus vaste que celui de la plante elle-méme et est
également qualifi¢ de "deuxiéme génome" de la plante (Berendsen et al., 2012). La population
de microorganismes colonisant l'environnement de la plante peut largement dépasser la
concentration cellulaire de la plante (Odelade et Babalola, 2019). Le terme « microbiome de
la rhizospheére » se référe aux communautés microbiennes associées a la rhizosphere végétale

(Ali et al., 2017 ; Mondal et Baksi, 2022). Par ailleurs, les microbiomes présents au niveau de



la rhizosphére montrent une structure et une composition variées, exer¢ant une influence
significative sur la plante hote, ce qui peut étre di a leur proximité avec les racines de la plante
et a leur interaction constante avec celles-ci (Odelade et Babalola, 2019).
La rhizosphére constitue une niche écologique particulierement dynamique, caractérisée par
une concentration élevée de glucides, acides aminés, acides organiques, isoflavones,
régulateurs de croissance et enzymes produits par les plantes. Ce microenvironnement devient
ainsi un site de grande activité biologique, abritant une diversité d'organismes tels que vers de

terre, nématodes, protozoaires, algues, champignons et bactéries (Pierson et Pierson, 2000).

3-1- Les bactéries

La communauté bactérienne de la rhizosphére est issue des réservoirs de micro-organismes
présents dans le sol (Bakker et al., 2013). Les rhizobactéries sont des bactéries capables de
coloniser intensément les racines des plantes. Parmi les bactéries non symbiotiques répondant
a cette caractéristique, plusieurs genres et especes ont ¢té largement étudiés, notamment

Agrobacterium sp., Azospirillum sp., Bacillus sp et Pseudomonas sp.

3-2- Les champignons

Les champignons mycorhiziens de type arbusculaire (AMF : Arbuscular Mycorrhizal Fungi)
représentent le groupe dominant dans la rhizosphere. Ils forment une symbiose avec les racines
des plantes, facilitant ainsi I’absorption de divers éléments nutritifs essentiels. L’exemple le
plus étudié concerne le phosphore présent dans le sol, qui est capté et transporté a travers les
hyphes avant d’étre transféré a la plante hdte. En outre, cette association mycorhizienne peut
renforcer les mécanismes de défense de la plante contre les parasites et les agents pathogénes

(Clémentine, 2013).

3-3- Les protozoaires

Le terme "protozoaire" signifie "premier animal". Ce sont des organismes eucaryotes,
unicellulaires et hétérotrophes. Ils sont particuliérement abondants dans les sols humides et
riches en matiéres organiques, ou l'on peut en trouver entre 1 et 2 millions par gramme de terre.
Les protozoaires jouent un role régulateur sur les populations bactériennes qu'ils consomment
et contribuent a recycler rapidement une biomasse importante, la rendant ainsi disponible pour

la communauté biologique (Girad et al., 2005).



3-4- Les algues

Les algues font partie du régne végétal, mais elles ne forment pas un groupe homogene. Elles
peuvent étre libres ou fixées a un support, et leur taille varie de quelques micromeétres a

plusieurs dizaines de meétres pour certaines especes (Egan et al., 2008).

4- Activité microbiologique de la rhizosphére

L'activité microbiologique de la rhizosphére joue un role crucial dans les systemes de
production agricole. De nombreux micro-organismes entretiennent des relations ou des
associations bénéfiques avec les plantes, souvent stimulées par des substances libérées par ces
derniéres, un phénomene appelé 1'effet rhizosphérique (Figure 02). Ces associations entre les
plantes et les micro-organismes peuvent se développer dans la phyllosphére, la surface des

feuilles, ou dans la rhizospheére, la zone du sol en contact direct avec les racines (Reyes.,2011).

La structure des racines et la composition des exsudats racinaires évoluent au fur et a mesure
du développement de la plante, ainsi qu'en fonction de facteurs environnementaux tels que la
disponibilité en eau et la température. Ainsi, la dynamique des populations de micro-organismes

dans la rhizosphere peut également varier (Bertrand et al., 2000).
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Figure 02 : L’activité microbiologique de la rhizosphere (Vittorio et Christoph, 2016)



4-1- Interaction micro-organismes-plantes dans la rhizosphere

La coopération entre PGPR et plante est une interaction ancienne. Le fonctionnement de la
coopération PGPR-plante varie selon les génotypes de PGPR et la plante-hote (Narula et al.,
2012 ; Drogue et al., 2014). Les profils d’exsudation ou d’architecture racinaire différent selon
la plante, ce qui peut moduler I’écologie rhizosphérique et I’efficacité des PGPR (Kuzmicheva

et al.,, 2017 ; Moenne-Loccoz et al., 2019).

La relation entre plantes- micro-organismes a tiré un treés grand intérét. Dans un premier temps,
I’homme a exploité les interactions entre les plantes et les micro-organismes pour I’amélioration
de rendement et la croissance végétale (Joseph, 2007). Des recherches récentes ont montré
qu’au sein d’une population bactérienne, les cellules se communiquent entre elles afin de
coordonner certaines activités (Figure 03). Ces communications sont les clefs de leur survie.
En effet, la performance microbienne dépend de la capacité a percevoir et a réagir rapidement
aux échanges environnementaux. De ce fait, les bactéries ont développé un mécanisme
complexe de communication afin de contréler 1’expression de certaines fonctions, c’est le

quorum sensing (Ahmed et al., 2008).

Le quorum sensing confere aux bactéries de nombreux avantages compétitifs par I'amélioration
des chances de survie et la colonisation des niches écologiques. Ainsi I'envahissement de
certaines plantes par des bactéries pathogenes telles que Xanthomonas campestris et

Pseudomonas syringae (Sarris et al., 2010 ; Bernal et al., 2017).

Des ¢études récentes réalisées ont rapporté sur I’importance de mécanismes de régulation chez
les bactéries bénéfiques des plantes telle la promotion de la croissance, la protection contre les
bactéries pathogénes et le stress salin, avec la libération de certaines molécules telles que 1’acyl
homoserine lactone (AHL), composé similaire aux molécules bactériennes. Des études
antérieures ont rapporté sur la capacité de ces molécules de stimuler la défense contre les

bactéries pathogenes et le blocage des interactions entre les bactéries (Ahmed et al., 2008).
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4-2- Interactions microorganismes-microorganismes

Les microorganismes, en particulier les bactéries, sont souvent impliqués dans de nombreuses
interactions avec d’autres microbes, notamment au niveau de la rhizosphere. Ces interactions
sont généralement nutritionnelles, Un micro-organisme dépend d’un autre pour dégrader un
produit ou un substrat spécifique, ou différents microorganismes se font concurrence pour le
méme substrat.

Dans d’autres cas, un microorganisme peut avoir des effets délétéres sur d’autres
microorganismes, par exemple en produisant des antibiotiques ou des composés toxiques. Les
interactions entre les populations microbiennes peuvent étre considérées comme négatives
(compétitives), positives (symbiotiques) ou positives pour une population et négatives pour une

autre (parasitisme ou prédation) (Trevors et al., 1997).

5- Les rhizobactéries promotrices de la croissance des plantes (PGPR)

Les racines des plantes synthétisent, accumulent et sécrétent divers composés en plus de fournir
un soutien mécanique et de faciliter 1'absorption de I'eau et des nutriments. Ces composés
hétérogenes produits par les racines des plantes agissent comme des attractifs chimiques pour
les communautés microbiennes du sol. Les substances appelées exsudats racinaires sont des
produits que les racines libérent dans le sol. Les micro-organismes présents dans les racines des
plantes et qui apportent de nombreux bénéfices a leur croissance et développement sont appelés

bactéries promotrices de la croissance des plantes (PGPR).

Bien que le terme PGPR ait été utilisé pour la premiere fois par (Kloepper et al., 1980) pour
désigner les souches fluorescentes de Pseudomonas utilisées a des fins de biocontrole contre
les agents pathogénes et favorisant la croissance des plantes, son sens actuel a été employé par
(Kapulnik et al.,1981) pour désigner les rhizobactéries ayant la capacit¢ de stimuler la
croissance des plantes. Aujourd'hui, le terme PGPR désigne toutes les bactéries présentes dans
la rhizosphere qui assurent la croissance et le développement des plantes par un ou plusieurs

mécanismes.

Parmi les propriétés les plus importantes des PGPR figurent la solubilisation du phosphate, la
production de I'hormone AIA (acide indole-3-acétique) et des sidérophores, ainsi que la fixation
de l'azote. De nombreuses bactéries appartenant aux genres Pseudomonas, Bacillus,
Azospirillum, Agrobacterium, Azotobacter, Rhizobium, Enterobacter et Phyllobacterium ont

été identifiées comme des PGPR (Guler et al.,2024).
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Les PGPR présentent également un grand intérét pour l'agriculture, notamment en tant
qu'inoculant dans le cadre de la biofertilisation, comme biopesticides ou agents de

bioremédiation (Combes-Meynet et al., 2011).

6- Biodiversité des PGPR dans la rhizosphere

Au cours des dernic¢res années, le nombre de PGPR identifi¢es a considérablement augmenteg,
en grande partie en raison de la reconnaissance croissante du role essentiel de la rhizosphére en
tant qu'écosysteme dans le fonctionnement de la biosphére, ainsi que des avancées dans la
compréhension des mécanismes d'action des PGPR. Ces microorganismes cultivables,
présentant une diversité de genres et d’especes, appartiennent majoritairement aux quatre phyla
suivants : Proteobacteries, Firmicutes, Actinobacteries et Bacteroidetes (Hugenholtz, 2002)

(Figure 04) :

| Domaine Phylum Classe | Especes

Bacillus sp .(R.S).

Bacillus amyloliquefaciens (M)
Bacillus circulans (B)

Bacillus megaterium (M)
Bacillus subitlis (M,B,H)
Paenibacillus sp. (R, S)

Firmicutes Bacilli

Azospirillum sp . (R)
Azospirillum brasilense (M, S)
Azospirillum amaeonense (R )
Bradyrhizobium japonicum ( M, S)
Brevundimonas sp . (R)
a-proteobacterie —1 Sphingomonas sp. (R)

Rhizobium tropici (B)

Burkholderia sp . (R)
Burkhlderia cepacia (M)
Burkholderia vietnamiensis (R )
Delftia tsuruhatensis ( R)
Herbaspirillum sp ( R)
Herbaspirillum seropedicae ( M,
R)

Bactéries

Proteobacterie p-proteobacterie |—

Azotobacter sp (R)

Pseudomonas sp (R, B)

Pseudomonas fluorescens (M,B)

y- proteobacterie ',— Pseudomonas corrugate (M)
Serratia sp (R )

Serratia proteamaculans (S)

Xhantomonas sp ( R)

Actinobacterie Actinobacterie Arthrobacter sp ( B)

Figure 04 : PGPR regroupées selon leur classification phylogénétique (Pérez-Montano et
al,, 2014). M: mais, R: riz, B: BI¢, S: soja, H: Haricot.
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6-1- Proteobacteries

Le phylum de Proteobacteria comprend trois classes :

A- Alphaproteobactéria

Les PGPR appartenant a cette classe sont : Les bactéries du genre Rhizobium et Les bactéries

du genre Azospirillum.

Les rhizobiums, ou rhizobia, sont des bactéries aérobies du sol appartenant a la famille des
Rhizobiaceae (Sahgal et Johri, 2006). Elles ont la capacité de former une symbiose fixatrice
d’azote avec les plantes de la famille des légumineuses. Cette symbiose donne lieu a la
formation de nodules (nodosités) sur les racines de la plante hote. Ces nodules sont le site de
I’interaction symbiotique : la plante fournit des substances carbonées aux bactéries, tandis que
ces dernieres fournissent a la plante des composés azotés produits a partir de 1’azote
atmosphérique (Downie, 2005). Ce processus de fixation symbiotique de 1’azote permet a la

plante de survivre et de se développer efficacement dans des sols pauvres en azote.

L’inoculation par Rhizobium sp conduit & une amélioration de la croissance, du rendement et
du nombre de nodules formés sur les racines, comparativement aux plantes non inoculées. En
plus de leur role bénéfique dans la fixation de I’azote avec les légumineuses, les Rhizobium
peuvent également favoriser la nutrition des plantes en facilitant la mobilisation des phosphates

organiques et inorganiques (Akhtar et Siddiqui, 2009).

Le genre Azospirillum appartient au groupe des rhizobactéries stimulantes de la croissance des
plantes (Castro-Sowinski et al., 2007 ; Rozier et al,, 2017 ; Schmidt et Gaudin, 2018).
Azospirillum est un genre appartient a la sous-classe a des Protéobactéries, au sein de la famille
des Rhodospirillaceae. Ce sont des bactéries a Gram négatif, microaérophiles et non
fermentaires. Isolées pour la premicére fois par Beijerinck en 1925 et initialement décrites sous
le nom de Spirillum lipoferum, elles ont ensuite ét¢ renommées Azospirillum. Ces bactéries ont
la capacité de fixer entre 20 et 40 kg de N/ha en association avec les racines et peuvent
¢galement produire des hormones telles que I’acide indole-3-acétique, ’acide gibbérellique, les

cytokinines, ainsi que des vitamines (Hossain et al., 2015).
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Les principales especes d’Azospirillum sont: Azospirillum brasilense et Azospirillum
lipoferum. Autres especes: Azospirillum amazonense, Azospirillum halopraeferens et

Azospirillum irakense.

» Caractéres généraux

Les Alphaproteobacteria sont des bactéries principalement oligotrophes, ce qui signifie
qu’elles sont capables de survivre dans des environnements pauvres en nutriments. On les
retrouve dans une grande diversité d’habitats, tels que les sols, les océans et les plantes.
Certaines especes sont des pathogenes intracellulaires obligatoires, ce qui implique qu’elles
doivent infecter des cellules hotes pour pouvoir se reproduire. Par ailleurs, certaines
Alphaproteobacteria possedent la capacité de fixer I’azote atmosphérique, ce qui les rend

essentielles au bon fonctionnement du cycle de I’azote (Whitman et al., 2015).

B- Betaproteobactéria

Cette classe comprenant la famille de Burkholderiaceae, ou le genre Burkholderia forme un
groupe monophylétique composé de diverses especes ayant des propriétés physiologiques et
¢cologiques variées. Elles sont isolées a partir des sols et des plantes. Quelques souches ont la
capacité de fixer de facons asymbiotique 1’azote. Ralstonia est un genre attribué également a
la famille des Burkholderiaceae. Les genres précédemment cités sont omniprésent (Moulin et

al.,2001).

» Caractéres généraux

Les Betaprotéobacteria sont principalement des bactéries eutrophes, ce qui signifie qu’elles se
développent dans des environnements riches en nutriments. Elles occupent divers habitats,
notamment les sols, les eaux douces et les eaux usées. Certaines d’entre elles jouent un role
essentiel dans le cycle de 1’azote, en intervenant particulierement dans les processus de
nitrification et de dénitrification. Par ailleurs, certaines Betaprotéobacteria sont pathogeénes
pour I’étre humain, comme Bordetella pertussis, I’agent responsable de la coqueluche (Garrity

et al., 2001).

C- Gammaproteobactéria

Dans la famille des Pseudomonadaceae, le genre Azotobacter est composé de bactéries qui

favorisent la croissance des plantes principalement a cause de sa capacité de fixer le I’azote et
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ne pas noduler les plantes (Sturz et Christie, 2003). De plus, Pseudomonas est le genre le
plus abondant dans la rhizospheére parmi les bactéries a Gram-négatif du sol, et I'activité
PGPR de certaines de ces souches est connue depuis de nombreuses années, résultant d’une
large connaissance des mécanismes impliqués. Par contre, les genres inclus dans la famille
des Enterobacteriaceae assurant la fonction de PGPR sont : Citrobacter, Enterobacter,

Erwinia, Klebsiella, Kluyvera, Pantoea et Serratia (Garrity, 2005).

e Les bactéries du genre Azotobacter

Azotobacter est un genre bactérien appartenant a la sous-classe des Gammaproteobacteria, il
a été découvert en 1901 par le microbiologiste néerlandais et le botaniste Martinus Beijerinck
(Aisha et al., 2020). Ces bactéries sont des bacilles a Gram négatif trouvées dans des sols
neutres et alcalins, dans 1'eau et en association avec certaines plantes. Elles sont ovoides et
relativement larges (2 a 4 um, jusqu'a 6 um) et peuvent prendre plusieurs formes (cocci ou
batonnets) non sporulés, mobiles grace des flagelles. Ces bactéries sont des aérobies strictes,
hétérotrophes et présentent la capacité de fixer 1'azote atmosphérique (Hassen et al., 2020). En
plus de bénéficier directement aux plantes par une meilleure absorption des minéraux, les

Azotobacter accélerent également les activités bénéfiques d'autres biofertilisants.

Le genre Azotobacter est compos€¢ de 6 especes : Azotobacter armeniacus, Azotobacter
beijerinckii, Azotobacter chroococcum, Azotobacter nigricans, Azotobacter paspalii et

Azotobacter vinelandii.

e Les bactéries du genre Pseudomonas

Le genre Pseudomonas est découvert en 1894 par Migula, il appartient au phylum des
Proteobacteria, classe des Gammaproteobacteria, Famille des Pseudomonaceae, Ordre des
Pseudomonales (Moore et al., 2006). Le Pseudomonas est un bacille fin sous forme de batonnet
de 1 a5 pm de longueur et 0,5 a 1 um de largeur (Chaker, 2012). Elles sont des bactéries Gram
négatives, avec des flagelles polaires et en forme de batonnet. Les espéces de Pseudomonas et
leurs produits ont été utilisés pour leurs applications en biotechnologie (Anayo et al., 2016).
Elles sont des bactéries ubiquistes, rencontrées souvent dans les sols, classées comme étant les
meilleurs candidats PGPR (Saharan et Nohra, 2011). Elles sont impliquées dans la promotion
de la croissance et dans le biocontrdle des phytopathogenes. Ainsi elles colonisent efficacement

les racines des plantes.
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» Caractéres généraux

Les Gammaproteobacteria sont principalement des eutrophes, capables de se développer dans
des environnements riches en nutriments. On les retrouve dans une grande variété d’habitats,
tels que les sols, les eaux douces, les océans, ainsi que dans les intestins des animaux. Certaines
especes jouent un role important dans des processus écologiques comme la décomposition de
la matiére organique et la fixation de 1’azote. Par ailleurs, plusieurs Gammaproteobacteria sont
des pathogeénes humains majeurs, a I’instar de Escherichia coli, Salmonella et Vibrio cholerae

(Madigan et al., 2018).

6-2- Actinobacteria

Le genre Frankia est un actinomycete appartenant a la famille des Frankiaceae, a 'ordre des
Actinomycétales, au sous-ordre des Frankineae, et a la classe des Actinobacteria. Il constitue
I'une des plus grandes unités taxonomiques parmi les 18 lignées actuellement reconnues dans

les bactéries (Franche et al., 2009).

Le genre Frankia est une bactérie actinomycete filamenteuse, gram-positive, dotée d'une grande
efficacité dans la fixation de I'azote (Ghodhbane-Gtari et al., 2013). Elle est capable de fixer
l'azote atmosphérique (N2) et de le convertir en ammoniac (NH3) grace a 1'enzyme nitrogénase.
Pour réaliser ce processus, Frankia forme des nodules sur les racines de plantes
actinorhiziennes. Il s'agit également d'une bactérie symbiotique qui établit une relation de

symbiose avec des plantes non Iégumineuses, telles que les aulnes (Salwan et Sharma, 2020).

» Caractéres généraux

Frankia est un micro-organisme capable d’entrer en symbiose avec les racines de certaines
plantes, en émettant des filaments trés fins, ou hyphes, semblables a ceux des champignons.
Ces structures, une fois sécrétées, déclenchent une série de réactions au sein des tissus de la
plante hote, pouvant provoquer la déformation des poils racinaires ainsi qu’une ¢élévation du
taux de calcium (Grangqvist et al., 2015). En plus de cette interaction symbiotique, Frankia
contribue a stimuler la croissance racinaire, a améliorer 1’absorption des ¢léments minéraux, et
a renforcer 1’adaptation des plantes a divers stress environnementaux tels que la sécheresse et
le froid (Aasfar et al., 2021). Par ailleurs, le développement d’outils génomiques et

moléculaires, aussi bien pour Frankia que pour des plantes actinorhiziennes modeles comme
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Alnus glutinosa et Casuarina glauca, a permis de mieux comprendre les mécanismes de cette

endosymbiose racinaire (Bogusz et Franche, 2020).

6-3- Firmicutes

Parmi les bactéries telluriques a Gram positif, les Bacillus sont les types les plus communs et

les plus prédominants, ils représentent 95 % de la flore isolée.

Bacillus est un genre de bactéries a Gram positif, appartenant a la famille des Bacillaceae.
Principal représentant des bactéries aérobies formant des endospores, ce genre est I'un des plus
diversifiés, comptant actuellement 273 especes validées. Il est également le genre le plus
abondant dans la rhizosphere, et 'activité PGPR (plantes growth-promoting rhizobacteria) de
certaines de ses souches est connue depuis plusieurs années. Ces bactéries sont potentiellement

utiles comme agents de lutte biologique (Parmar et Sindhu, 2013).

» Caractéres généraux

Les especes de Bacillus sont particulierement intéressantes parmi les rhizobactéries favorisant
la croissance des plantes. Elles se distinguent par leur capacité a former des spores, ce qui leur
permet de résister a des conditions environnementales difficiles et de jouer un rdle important
dans les formulations commerciales utilisées en agriculture (Probanza et al., 2002). Les
Bacillus ont la capacité de solubiliser le phosphate, de produire de 'AIA, des sidérophores et
des antifongiques (Charest et al., 2005). De plus, ces bactéries peuvent dégrader une grande
variété de maticres organiques animales ou végétales (cellulose, amidon, protéines,
hydrocarbures) grace a la production d'enzymes extracellulaires, et elles sont capables de
produire des antibiotiques peptidiques. Elles peuvent également survivre et se développer dans
des conditions de pH, de température et de concentration en sel ou peu d'autres organismes

peuvent subsister (Holt et al., 1994).

6-4- Bactéroides

Les Bactéroides constituent un phylum de bactéries Gram-négatives largement présentes dans
l'environnement, notamment dans le sol. Elles jouent un rdle crucial dans la dégradation des
glucides dérivés de I'hdte, tels que les mucines ou les sulfates de chondroitine, que 1'on retrouve
dans les sécrétions gastro-intestinales (Salyers et al., 1977). Par exemple, Bacteroides

thetaiotaomicron, une espéce courante de la flore intestinale humaine, se nourrit principalement
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des mucines O-glycanes de 1'hote. Ce processus influe sur sa colonisation et représente

probablement un élément clé de son adaptation a I'habitat intestinal (Martens et al., 2008).

Dans le sol, les Bactéroides constituent un phylum dominant, ce qui leur confére un avantage
compétitif par rapport a d'autres especes. Ils possédent un systéme de sécrétion spécifique au
phylum, appelé systeme de sécrétion de type IX (T9SS), qui leur permet de sécréter des
enzymes de dégradation des glucides et de les ancrer a la surface cellulaire. Ce systéme est
étroitement li¢ a leur capacité a se déplacer rapidement sur des surfaces solides, favorisant ainsi

une recherche active de nutriments (Thomas et al., 2011).

Les Bactéroides ont un impact significatif sur la santé¢ des plantes et le cycle des nutriments
dans le sol. Présents dans les microbiotes associés aux racines des plantes, ils jouent un rdle clé
dans la dégradation des polymeéres végétaux, tels que la cellulose et 1'hémicellulose, en
produisant des enzymes spécifiques (Bacteroidetes bacteria in the soil : Glycan acquisition,
enzyme...). Leur présence et leur activité contribuent a la décomposition de la matiére organique

et a la libération de nutriments essentiels pour la croissance des plantes (Thomas et al., 2011).

II- Mécanismes directs et indirects des PGPR

Une compréhension approfondie des mécanismes de promotion de la croissance des plantes
(PGP) est essentielle pour manipuler la flore rhizosphérique et ainsi optimiser les processus qui
améliorent la productivité végétale. Traditionnellement, ces mécanismes se divisent en deux
catégories : directs et indirects (Figure 05). La différence entre ces deux types n’est pas toujours
évidente. En général, les mécanismes indirects se déroulent a I’extérieur de la plante, tandis que
les mécanismes directs agissent en son sein et influencent directement son métabolisme
Les mécanismes directs englobent notamment ceux qui modifient 1’équilibre des régulateurs de
croissance. Cela peut se produire lorsque les micro-organismes sécreétent eux-mémes des
régulateurs de croissance qui sont ensuite intégrés par la plante ou lorsqu’ils absorbent les
hormones libérées par celle-ci, ainsi que par I’induction de changements métaboliques qui
renforcent la capacit¢ d’adaptation de la plante (Goswami et al, 2016).
A Tinverse, les mécanismes indirects impliquent I’activation des processus métaboliques
défensifs de la plante en réponse aux signaux envoyés par les bactéries influencant celle-ci. Ce
groupe inclut deux mécanismes clés : I’induction d’une résistance systémique contre les agents
pathogénes (stress biotique) et la protection contre des conditions environnementales

défavorables (stress abiotique) (Goswami et al., 2016).
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Figure 05 : Mode d’action des PGPR (Agbodjato et Babalola, 2024)

1- Mécanismes directs
A- Fixation de I’azote

La majeure partie de 1’azote sur Terre est présente sous forme gazeuse (N2), une forme qui
n’est pas directement accessible aux plantes et aux animaux (Pujic et Normand, 2009). La
fixation biologique de cet azote n’est réalisée que par certains procaryotes, grace a une
enzyme appelée nitrogénase, qui catalyse la réduction de 1’azote atmosphérique en ammoniac
(Weyens et al., 2010). Cette fixation peut se faire a travers des interactions symbiotiques ou

non symbiotiques entre les micro-organismes et les plantes.

Parmi les PGPR symbiotiques capables de fixer fréquemment le N2 dans le sol, on retrouve :
Rhizobium sp., Azoarcus sp., Beijerinckia sp., Pantoea agglomerans et Klebsiella pneumoniae.
D'autres bactéries sont libres dans la rhizosphere, telles que : Achromobacter, Acetobacter,
Alcaligenes, Arthrobacter, Azospirillum, Azotobacter, Azomonas, Bacillus, Beijerinckia,
Clostridium, Corynebacterium, Derxia, Enterobacter, Herbaspirillum, Klebsiella,

Pseudomonas, Rhodospirillum, Rhodopseudomonas et Xanthobacter (Tilak et al., 2005).
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La capacité de fixation du N est assurée par un gene spécifique, appelé nif, impliqué dans
I’activation de certaines protéines, le transfert d’¢électrons, la biosynthése de cofacteurs, ainsi
que dans la régulation de plusieurs autres génes nécessaires a la synthése et a 1’activité de la

nitrogénase (Reed et al., 2011).

L’inoculation des sols agricoles par des PGPR fixateurs d’azote contribue a améliorer la
croissance des plantes et a maintenir un niveau ¢levé d’azote dans le sol (Damam et al.,

2016).

B - Solubilisation du phosphate

Le phosphore constitue le second nutriment essentiel pour assurer une croissance optimale des
plantes (Goudaa et al., 2018). Il joue un role crucial dans de nombreux processus métaboliques
fondamentaux tels que le transfert d'énergie, la transduction des signaux, la respiration, la
biosynthese ainsi que la photosynthése (Anand et al., 2016). Toutefois, entre 95 % et 99 % du
phosphore présent dans le sol se trouve sous des formes insolubles, immobilisées ou précipitées,

ce qui limite considérablement sa disponibilité pour les plantes.

La solubilisation des minéraux phosphatés par les PGPR (rhizobactéries promotrices de la
croissance des plantes) s’effectue notamment par la production d’acides organiques a faible
poids moléculaire, comme [’acide gluconique (Sdenz-Mata et al., 2016). Plusieurs souches
bactériennes telles que Pseudomonas, Bacillus, Burkholderia, Rhizobium et Flavobacterium

possedent la capacité de solubiliser le phosphate inorganique.

L’application de ces bactéries sous forme de bioinoculants permet d’augmenter la disponibilité
du phosphore pour les plantes. De plus, ces PGPR contribuent & améliorer la croissance
végétale, notamment en réduisant les effets néfastes du stress salin (Giri et al., 2003 ; Saharan

et Nehra, 2011 ; Idris et al., 2016 ; Saenz-Mata et al., 2016).

C- Solubilisation du potassium

Le potassium, apres l'azote et le phosphore, est le troisieme nutriment essentiel a la croissance
des plantes (Ding et al., 2021 ; Patel et al., 2021). Bien qu'il soit largement présent dans le sol,
seulement une petite fraction (1 a 2 %) est accessible aux plantes. Plus de 90 % du potassium
sous forme insoluble se trouve dans les minéraux, tels que les silicates (Parmar et Sindhu,

2013). La carence en potassium représente un obstacle majeur pour la production agricole. Elle
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peut causer des dommages aux plantes en ralentissant la croissance des racines et en entrainant
la formation de graines petites et a faible rendement (Vijay, 2014). Les PGPR sont capables de
solubiliser le potassium présent dans les roches potassiques grace a la sécrétion d'acides

organiques.

Les microorganismes les plus connues en solubilisant de potassium sont : Arthrobacter spp.,
Streptomyces spp. (Etesami et al., 2017), Pseudomonas, Bacillus, Rhizobium, Agrobacterium,
Klebsilla, Erwinia (Wang et al., 2020), Acidothiobacillus spp., Bacillus edaphicus,
Ferrooxidans spp., Bacillus mucilaginosus, Pseudomonas spp., Bacillus edaphicus,

Burkholderia spp., et Paenibacillus spp., (Dos Santos et al., 2020).

D - Production de sidérophore

Les sidérophores sont des composés de faible poids moléculaire (entre 400 et 1500 daltons) qui
chélatent préférentiellement le fer (Fe*') et le transportent a travers la membrane cellulaire
jusqu’a ’intérieur de la cellule. La bactérie qui a initialement synthétisé les sidérophores capte
le complexe fer-sidérophore en utilisant un récepteur spécifique a ce complexe, situ¢ dans la
membrane externe de la bactérie. Une fois a 1’intérieur de la cellule, le fer est libéré et devient

disponible pour soutenir la croissance microbienne.

Le fer est un micronutriment essentiel pour les bactéries, nécessaire a leur métabolisme.
Cependant, dans le sol, il n’est pas directement assimilable par les micro-organismes car le fer
ferrique (Fe**), qui prédomine dans la nature, est peu soluble et présent en concentration trop
faible pour soutenir leur croissance. Pour survivre, les micro-organismes du sol synthétisent et

sécrétent ces composés chélateurs de fer de faible poids moléculaire.

Les sidérophores se lient a la majeure partie du Fe** présent dans la rhizosphere et empéchent
ainsi efficacement la prolifération des agents pathogenes fongiques en les privant du fer
disponible. La suppression des agents pathogenes est due a la carence en fer, qui provoque une
inhibition de la croissance, une diminution de la synthese des acides nucléiques, une inhibition

de la sporulation, ainsi que des modifications de la morphologie cellulaire (Jha et al., 2015).

Les PGPR comme Pseudomonas putida utilise les sidérophores produits par d'autres microbes
présents dans la rhizosphére pour satisfaire leurs besoins en fer et afin d’augmenter sa
disponibilit¢ dans leur habitat (Rathore, 2015). Certaines souches bactériennes qui ne

présentant aucun mécanisme de controle biologique peuvent agir comme agent de lutte
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biologique en utilisant les sidérophores qu'elles produisent. Au fait, ces sidérophores peuvent
prévenir certains phytopathogeénes d'acquérir le fer, limitant par conséquent leur capacité a

proliférer (Parrey et al., 2016).

E - Production des phytohormones

Les phytohormones, ou régulateurs de croissance des plantes, sont des composés organiques
capables, méme a des concentrations tres faibles (<1 mM), de stimuler, d’inhiber ou de modifier
le développement et la croissance des végétaux (Damam et al., 2016). Egalement appelées
hormones végétales exogenes, ces substances peuvent étre appliquées de maniére externe par
certaines bactéries PGPR. Parmi les phytohormones figurent notamment les gibbérellines, les
cytokinines, 1’acide abscissique, 1’éthyléne, les stéroides et les auxines (Figure 06). Les
hormones végétales agissent comme des messagers chimiques modulant la capacité des plantes
a s'adapter a leur environnement. Par ailleurs, elles jouent un role crucial dans la réaction des
plantes face aux stress biotiques et abiotiques. Plusieurs études indiquent que ces hormones, en
tant que molécules de signalisation, ne se destinent pas exclusivement aux plantes, mais
interviennent également dans la communication entre bactéries et autres micro-organismes

(Spaepen et al., 2007).

Abiotic Stresses

- Excess ROS
Accumulation
- Membrane
Dysfunctioning
- Nutritional Disorder
- Hormonal Imbalance
- Reduced
Photosynthesis and
Protein Synthesis

-Improved Germination
-Up-regulated
Antioxidant System
-Reduced ROS
Accumulation
-Induction of System
acquired Resistance
-Assistance in Cell
signalling

O SO

Microbial Phytohormones

Figure 06 : Phytohormones produits par les PGPR aidant les plantes a tolérer le stress
abiotique (Egamberdieva et al., 2017). Cytokinine (CK), Gibbérelline (GB), Acide indole-3
acétique (IAA), Acide salicylique (SA) et Acide abscisique (ABA).
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» Acide indole acétique (AIA)

L'acide indole acétique (AIA) constitue 1'auxine la plus importante (Ashrafuzzaman et al.,
2009) et est la plus abondamment produite par les PGPR. Elle sert de molécule de signal
essentielle pour réguler le développement des plantes, en agissant sur l'organogenese, les
réponses trophiques ainsi que sur divers processus cellulaires tels que I'expansion, la division,
la différenciation cellulaire et la régulation de I'expression génique (Ryu et Patten, 2008).
L'effet stimulant de 1’ AIA sur la croissance est illustré par son application directe sur les racines,
ce qui reproduit l'influence exercée par les bactéries et favorise également leur survie dans la
rhizospheére. Par ailleurs, 1'ajout d'AIA a démontré un impact positif sur la biomasse des tiges

et des racines des plants de bl¢ (Narula et al., 2006) (Figure 07) :
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Biosynthesis of various roots and adventitious roots
metabolites
\ / Root initiation
Apical dominance / Cell enlargement

Role of IAA in 3.'.\N
Fluorescence - o
plants Ph':s';;?; wesp Cell division

solubilizing bacteria

O ) \
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Pigments formanon Tissue differentiation
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Fructification of plants Stimulation of nitrogen xylem formation
fixation Resistance to stress
factors

Figure 07 : Role de I’acide indole acétique dans I’amélioration de la croissance végétale
(Khan et al., 2009).

> Gibbérellines

Les données concernant la production microbienne de gibbérellines restent limitées. Il est
néanmoins ¢établi que certaines bactéries symbiotiques, notamment les rhizobia présentes dans
les nodules des légumineuses fixatrices d’azote, synthétisent en trés faibles quantités des
gibbérellines, ainsi que des auxines et des cytokinines, lors de la formation des nodules ou la
division cellulaire est intense .Par ailleurs, la production de gibbérellines par les PGPR demeure

exceptionnelle, avec seulement deux especes documentées pour cette capacité : Bacillus
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pumilus et Bacillus licheniformis. Isolées de la rhizosphére d’A4. glutinosa, ces bactéries ont
démontré, in vitro, une capacité a produire en grande quantité les gibbérellines GA1, GA3, GA4

et GA20.

Les gibbérellines constituent le groupe le plus important des régulateurs de croissance végétale,
rassemblant plus de 100 molécules présentant divers niveaux d’activité biologique. Leur
structure commune repose sur un squelette diterpénique de 19 a 20 atomes de carbone, dont la
configuration est étroitement li¢e a I’effet biologique observé. La capacité de ces hormones a
étre transloquées des racines vers les parties aériennes explique en partie leurs effets marqués
sur la croissance de la plante, effets d’autant plus prononcés lorsque les bactéries produisent
¢galement des auxines, stimulant ainsi le développement racinaire et optimisant

I’approvisionnement en nutriments des parties aériennes.

La premiére caractérisation physico-chimique des gibbérellines bactériennes fut réalisée par
Atzorn et al. (1988), qui mirent en évidence la présence de GA1, GA3, GA4 et GA20 dans des
cultures gnotobiotiques de Rhizobium meliloti. En dehors d’Azospirillum sp., et de Rhizobium
sp., la production de substances semblables aux gibbérellines a été rapportée dans plusieurs
genres bactériens, bien que les techniques utilisées (TLC, bioessais, HPLC-UV) présentent des
limites en termes de résolution et de fiabilité. Des méthodes physico-chimiques irréprochables,
comme la GC-MS, ont permis de confirmer la production de gibbérellines chez Acetobacter
diazotrophicus, Herbaspirillum seropedicae et divers Bacillus. Chez les champignons, bien que
la voie générale de biosynthése soit similaire a celle des plantes supérieures, les génes et

enzymes impliqués différent (Jha et al., 2015).

» Cytokinines

Les cytokinines sont des dérivés puriniques qui stimulent et maintiennent la division cellulaire
dans les cultures végétales, tout en participant a divers processus de différenciation tels que la
formation des pousses, la croissance des racines primaires et la formation de callus. Les plantes
utilisent en permanence ces hormones pour maintenir leurs réserves de cellules souches
totipotentes dans les méristemes apicaux et radiculaires (Leibfried et al.,, 2005). Une
surproduction endogene de cytokinines chez les plantes transgéniques entraine divers effets
phénotypiques pléiotropes, notamment une croissance anormale des callus in vitro (Howell et

al., 2003).
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» Acide abscissique

L'acide abscissique est synthétisé dans les chloroplastes des feuilles. Sa production s'intensifie
sous contraintes environnementales, telles que le déficit en eau et les basses températures. Sa
biosyntheése se déroule indirectement via la production de caroténoides. Le transport de cet
acide s'effectue par le xyléme et les tissus du phloéme. L'acide abscissique stimule la fermeture
stomatique, favorise la croissance des racines et induit la transcription génétique des
protéinases. Il peut également agir contre certains pathogénes (Davies 1995). De plus, certaines
PGPR, telles que Rhizobium sp et Bradyrhizobium japonicum, sont capables de produire ce

phytohormone (Dobbelaere et al., 2003).

2- Mécanismes indirects
A- Production des enzymes lytiques

De nombreuses espéces microbiennes peuvent libérer des enzymes cataboliques (telles que les
protéases, les B-1,3-glucanases et les chitinases) ainsi que de petits composés, ce qui peut

contribuer a la lutte contre les maladies des plantes transmises par le sol (Ghosh et al., 2024).

Ces enzymes jouent un role clé dans la lyse des parois cellulaires des agents pathogenes
(Goswami et al., 2016). En effet, la paroi des cellules fongiques est constituée principalement
de B-1,4-N-acétylglucosamine et de chitine. Ainsi, les bactéries capables de produire de la
glucanase et de la chitinase sont en mesure d’inhiber la croissance des champignons. Par
exemple, les souches Pseudomonas fluorescens LPK2 et Sinorhizobium fredii KCCS5 produisent
respectivement de la B-glucanase et de la chitinase, ce qui permet de freiner le développement
de Fusarium oxysporum, 1’agent responsable de la fusariose (Goudaa et al., 2018). En
revanche, I’activité chitinolytique semble moins efficace chez S. plymutica 1C14 contre S.
sclerotiorum et B. cinerea, lorsque les protéases et d'autres activités de biocontrole sont
impliqués. Similaire aux sidérophores et aux antibiotiques, la production des enzymes lytiques
(protéases et les chitinases, en particulier) implique des systémes de régulation tels GacA / GacS

ou GrrA / GrrS (Parray et al., 2016).
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B- Composés Organiques Volatils (COVs)

Lorsque les HT-PGPR sont soumises a des conditions de stress telles que la salinité, elles
peuvent produire des composés organiques volatils (COVs) de faible poids moléculaire
(inférieur a 300 Da) et de nature lipophile. Une grande diversité de composés volatils d’origine
microbienne a ¢été identifiée, dont plusieurs sont reconnus pour leur réle bénéfique dans

I’amélioration de la santé des plantes (Kanchiswamy et al., 2015).

Ces composés interviennent dans la régulation de la motilité bactérienne, les interactions plante-
microorganisme, la modulation des facteurs de virulence, ainsi que dans la biosynthése des
osmolytes tels que la glycine bétaine, des phytohormones (auxines, cytokinines, gibbérellines),

et des sidérophores (Sharifi et Ryu, 2018).

Selon une étude menée par (Tahir et al., 2017), les COVs tels que I’albutérol et le 1,3-
propanediol, produits par Bacillus subtilis SYST2, influencent les niveaux d’hormones

végétales comme I’expansine, I’auxine, la gibbérelline, la cytokinine et I’éthyléne.

Parmi les COVs bactériens les plus étudiés, on retrouve la géosmine, le disulfure de diméthyle,
le 2,3-butanediol et 1’acétoine, qui contribuent aux processus de formation des sols, de
compostage, de nutrition en soufre, d’élongation cellulaire, d’induction de la tolérance

systémique et de la résistance a la sécheresse chez les plantes (Meldau et al., 2013).

Enfin, deux composés volatils produits par Pseudomonas simiae tolérante au sel — le 4-
nitroguaiacol et la quinoline — ont ét¢ identifiés comme favorisant la croissance du soja sous un

stress salin de 150 mM de NaCl (Vaishnav et al., 2016).

C- L’antibiose

L'antibiose représente I'un des mécanismes les plus connus, et probablement 1’'un des plus
efficaces, par lesquels les PGPR (rhizobactéries promotrices de la croissance des plantes)
protégent leur plante hote contre I’invasion des pathogeénes. Ce mécanisme repose sur la
production de composés antimicrobiens, tels que des antibiotiques ou des substances

antifongiques, qui inhibent directement la croissance des agents pathogenes.

La synthése de ces molécules est influencée par des facteurs abiotiques tels que la disponibilité
en oxygene, la température, certaines sources spécifiques de carbone et d’azote ainsi que la

présence d’oligo-éléments, par des facteurs biotiques comprenant I’interaction avec la plante
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hote, la nature du pathogene, la microflore environnante et la densité cellulaire de la souche
bactérienne, et par des facteurs physiologiques, notamment les mécanismes de communication
interbactérienne comme le quorum sensing, qui influencent la production d’antibiotiques par

les agents bactériens de biocontrole (Dong et al., 2002).

Les PGPR, notamment les espéces appartenant aux genres Bacillus et Pseudomonas, jouent un
role crucial dans I’inhibition des micro-organismes pathogenes grace a leur capacité a produire
divers composés antibiotiques.Chez les Pseudomonas spp., on retrouve une large gamme de
molécules antimicrobiennes, parmi lesquelles figurent : 1’amphisine, le 24-
diacétylphloroglucinol (DAPG), le cyanure d’hydrogéne, ’oomycine A, la phénazine, la
pyolutéorine, la pyrrolnitrine, la tropolone ainsi que des lipopeptides cycliques (Souza et
Raaijmakers., 2003 ; Nielsen et Sorensen., 2003). D'autres composés bioactifs tels que
I’oligomycine A, la kanosamine, la zwittermicine A et la xanthobactine sont quant a eux

produits par des bactéries appartenant aux genres Bacillus, Streptomyces et Stenotrophomonas.

D- Résistance Systémique Induite (ISR)

La résistance des plantes face aux agents pathogénes peut étre classée en deux grandes
catégories la résistance systémique acquise (SAR) et la résistance systémique induite (ISR).
La SAR se déclenche généralement suite a une infection par un pathogene, et se manifeste
souvent par 1’apparition de nécroses au niveau des tissus infectés (Glick, 2012). Ce type de
résistance est associé a 1’activation de la voie de 1’acide salicylique et a I’expression de génes

de défense appelés PR (Pathogenesis-Related proteins).

En revanche, la résistance systémique induite (ISR) est activée sans qu’il y ait d’infection
directe par un pathogene. Elle résulte plutét d’une interaction bénéfique entre la plante et
certaines bactéries du sol, en particulier les PGPR (Walters et al., 2013). L’ISR repose
principalement sur les voies de signalisation de I’acide jasmonique (JA) et de 1’éthyléne (ET)

(Henry et al., 2012 ; Parray et al., 2016).

E- Production des antibiotiques

L'un des mécanismes les plus étudiés et les plus efficaces pour lutter contre les microbes
pathogenes responsables des maladies des plantes est la production d'antibiotiques par les
souches rhizobactériennes (Hakim et al., 2021). Ce processus consiste en la production et la

libération de molécules capables de tuer ou de ralentir la croissance de 1'agent pathogéne cible
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(Fravel, 1988 ; Pinton et al., 2007). Les antibiotiques sont des composés organiques
hétérogenes de faible poids moléculaire, qui se classent en six catégories : les phénazines, les
phloroglucinols, la pyolutéorine, la pyrrolnitrine, les lipopeptides cycliques et le HCN (Haas
et Défago, 2005 ; Meena et al., 2020).

Parmi les différents PGPR, les espéces Bacillus spp., B. subtilis et Pseudomonas spp se
distinguent par leur capacité a produire une large gamme d'antibiotiques capables de controler
la croissance d'environ 23 types d'agents pathogénes des plantes (Nagorska et al., 2007 ;
Ulloa-Ogaz et al., 2015 ; Meena et al., 2020). La majorité des espeéces de Pseudomonas
synthétisent une grande diversité d'antibiotiques, dont : 1) des antifongiques tels que les
phénazines, I'acide phénazine-1-carboxylique, la phénazine-1-carboxamide, la pyrrolnitrine,
la pyolutéorine, le 2,4-diacétylphloroglucinol, les rhamnolipides, I'oomycine A, la
cépaciamide A, les écomycines, la viscosinamide, les butyrolactones, le N-butylbenzéne
sulfonamide et la pyocyanine ; ii) antibactérienne (ex : acide pseudomonique andazomycine),
antibiotiques, antitumoraux (FR901463 et cépafungines) et iii) antivirale (ex : Karalicine)

(Ramadan et al., 2016).

La bactérie Bacillus spp produit également une large variété d'antibiotiques antifongiques et
antibactériens, d'origine ribosomique ou non ribosomique. Parmi les antibiotiques
ribosomiques, on trouve la subtilosine A, la subtilintas A et la sublancine, tandis que ceux
d'origine non ribosomique incluent la chlorotétaine, la bacilysine, la mycobacilline, les

rhizocticines, la difficidine et le bacilléne, entre autres (Wang et al., 2015).
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I11- L’utilisation des PGPR en agriculture
1- Usage des PGPR en agriculture

L’utilisation intensive de produits phytopharmaceutiques est aujourd’hui fortement remise en
question, tout comme ’usage généralis¢ des variétés génétiquement modifiées, qui suscite des
débats dans de nombreux pays. Dans ce contexte, le développement de 1’'usage des PGPR en
agriculture apparait comme I’une des solutions les plus crédibles pour faire évoluer les pratiques

agricoles (Lugtenberg et al., 2002).

Actuellement, diverses formulations commerciales de PGPR sont disponibles sur le marché.
Plusieurs groupes de recherche ont réussi a valoriser leurs travaux scientifiques et leur capacité
d’innovation a travers la commercialisation de produits PGPR, dans des domaines tels que :
Les micro-organismes sont utilisés en agriculture pour trois fonctions principales : la
biofertilisation afin d'améliorer le rendement des cultures, la phytostimulation pour stimuler la
croissance des plantes, et la bioprotection pour inhiber la croissance des pathogenes

(Lugtenberg et al., 2002) (Tableau 01).

A- Biofertilisation

Le terme « biofertilisant » est fréquemment employ¢ pour désigner certains micro-organismes
capables d'améliorer 1’état nutritionnel des plantes hotes (Okon et Labandera-Gonzalez,
1994). Lorsqu’ils sont appliqués sur les graines, les surfaces des plantes ou directement dans le
sol, ces micro-organismes colonisent la rhizosphére ou les tissus internes de la plante (Vessey,

2003).

e Commercialisation des biofertilisants

Actuellement, diverses formulations commerciales de PGPR sont disponibles sur le marché.
Des formulations bactériologiques a base de Rhizobium spp. Sont proposées dans plusieurs
pays pour favoriser la nodulation des Iégumineuses et réduire la fertilisation azotée des cultures.
Par exemple, la formulation Zea-nit Plus est commercialisée en Italie. Il s'agit d'un inoculum a
base de Azospirillum sp. Développé pour inoculer le mais. De méme, la formulation Quantum
4000, a base de Bacillus subtilis, est vendue aux Etats-Unis depuis 1985 pour lutter
contre Rhizoctonia solani chez ’arachide, le haricot et le coton. En Chine, des PGPR sont

utilisées pour accroitre les rendements dans plusieurs cultures (Beauchamp, 1993).
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B- La phytoremédiation

La phytoremédiation est une technique de dépollution des sols contaminés, reposant sur la
capacité de certaines plantes a stabiliser, extraire, dégrader ou volatiliser les polluants présents
dans leur environnement proche (Pilon-Smits, 2005). Toutefois, les plantes sont souvent
affectées par la toxicit¢é des métaux lourds, ce qui limite leur potentiel de

phytoremédiation (Dimkpa et al., 2009).

L’inoculation des plantes avec des bactéries bénéfiques du sol permet d'améliorer
significativement 1’efficacité de ce processus (Glick, 2003). Comparée aux autres méthodes de
dépollution, la phytoremédiation assistée par les PGPR apparait comme une

solution rentable et non destructive pour la structure du sol.

En effet, ces rhizobactéries peuvent renforcer la tolérance des plantes a des concentrations
élevées de divers polluants du sol (Dimkpa et al., 2009). Etant donné que les plantes ne
possedent pas naturellement 1’activité de I’ ACC désaminase, des plantes transgéniques ont été
développées en intégrant le géne bactérien codant cette enzyme. Une telle approche permet
d’améliorer la croissance végétale et d’accroitre la tolérance au stress induit par les métaux

lourds (Zhang et al., 2008).

C- Bioprotection

Certaines bactéries colonisatrices des racines jouent un rdle essentiel dans la protection des
plantes hdtes contre divers types de stress biotiques et abiotiques. Par exemple, les souches P.
fluorescens TDK1, Pseudomonas putida UW4, Bacillus sp. Et Arthrobacter sp sont capables
d’améliorer la résistance des plantes face a divers pathogeénes tout en atténuant les effets
négatifs du sel et de la sécheresse (Barriuso et al., 2008). La souche Bacillus subtilis est
particulicrement utilisée pour ses propriétés de biocontrole et sa tolérance a la toxicité du
fer (Terré et al., 2007). Les sidérophores produits par les PGPR jouent un réle important dans
la protection des plantes contre les bactéries pathogeénes en raison de leur forte affinité pour le
fer. De plus, ces bactéries peuvent protéger les plantes contre le stress oxydatif causé par les

métaux lourds (Dimkpa et al., 2009).

Cependant, les agents de biocontréle doivent offrir une protection croisée contre plusieurs
facteurs de stress, ce qui permet de mettre en place un systéme agricole écologiquement et

¢conomiquement durable, réduisant ainsi le recours aux pesticides.
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Tableau 01 : Classification des mécanismes de stimulation de la croissance des plantes
controlées par les PGPR (Martinez-Viveros et al., 2010).

Terme Définition Mécanismes Référence
Biofertiliseurs Microorganismes vivants - La fixation de (Vessey,
capables de coloniser la I’azote. 2003) ;
(Somers et
rhizosphere ou I’endophyte al., 2004) ;
de la plante hote, favorisant | - La solubilisation du | (Fuentes et
hosphate insoluble Caballero,
sa croissance par P 20006).
I’amélioration de la
disponibilité des nutriments
essentiels
Phytostimulateurs | Microorganismes capables | - Production des (Lugtenberg
. et al., 2002)
de produire ou de moduler | phytohormones. . (Somers et
la concentration des al., 2004).
. . - Réduction de la
régulateurs de croissance
- concentration de
végétale
I’¢éthylene a I’intérieur
de la plante.
Biopesticides Microorganismes stimulant | - Production des (Vessey,
la croissance végétale par la | antibiotiques 2003) ;

' (Somers et
production d’antibiotiques al., 2004) ;
et de métabolites - Production des (Chandler

enzvmes qui et al., 2008).
antifongiques v q

dégradent les

membranes des

cellules fongiques.

- La compétition

- RST et RSA
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2- Les limites de ’utilisation des PGPR

L’efficacité variable des PGPR a stimuler la croissance végétale constitue un obstacle majeur a
leur déploiement sur le terrain. Cette variabilité est liée a divers facteurs biotiques et abiotiques
influengant leur survie et leur activité dans la rhizosphere (Beauchamp, 1993). La réussite de
la colonisation racinaire et I’expression des composé€s bioactifs nécessitent une compréhension

fine des premieres étapes de I’interaction plante-PGPR.

Les bactéries non sporulantes exigent une logistique rigoureuse en circuit court afin de garantir

un inoculum vivant et actif, avec des conditions optimales de transport et de conservation.

A cela s’ajoute la complexité administrative des essais en plein champ. La procédure
d’obtention d’une Autorisation de Distribution pour Expérimentation (ADE) impose de prouver

I’innocuité du microorganisme vis-a-vis de la santé humaine.

Certaines souches bénéfiques peuvent néanmoins représenter un risque opportuniste chez les
personnes immunodéprimées (Berg et al., 2005). Cela s’explique par des mécanismes
d’interaction végétale similaires a ceux observés chez les pathogénes humains, notamment chez
les genres Burkholderia, Pseudomonas, Enterobacter, Stenotrophomonas, etc. (Rahme et al.,

1995 ; Berg et al., 2005).

Les progres récents en génomique et taxonomie permettent cependant de mieux distinguer les
especes pathogenes des souches bénéfiques, justifiant parfois une révision des classifications,

comme dans le cas du genre Burkholderia.
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MATERIEL ET
METHODES




Objectif de I’étude

Cette ¢tude a pour objectif la caractérisation de deux souches bactériennes isolées de la
rhizosphére d’une plante halophyte : Pseudomonas cremoricolorata (MR4) et Bacillus
pumilus (BR7). L’accent est mis sur |’évaluation de leurs propriétés biologiques et
agronomiques, notamment leur potentiel en tant que promoteurs de croissance des plantes
(PGPR). A I’issue de cette caractérisation, une souche sera sélectionnée pour son aptitude a étre
utilisée comme biofertilisant. Elle sera ensuite testée dans une expérimentation sur le bl¢ dur
(Triticum durum cv. Waha), afin d’évaluer son effet sur la croissance et le développement de

cette culture d’intérét agricol

1- Origine des souches bactériennes

Cette ¢tude s’est focalisée sur deux isolats bactériens d’origine rhizosphérique présentant un
potentiel PGPR : la souche BR7 (Bacillus pumilus) et la souche MR4 (Pseudomonas
cremoricolorata). Ces isolats, fournis par notre promotrice Mme Rabhi Nour El Houda, ont été
prélevés de la rhizosphére de I’halophyte Salsola tetrandra sur deux différents sites de la région
de Bou Sadda Chott El Hodna (35° 22.000° N, 4° 32.513’ E, alt. 390m), Sud Algérien. La
souche BR7 a été isolée de la du site Sebkhet Baniou, tandis que la souche MR4 provient de
Sebkhet Mcif (Figure 08) Ces souches ont été sélectionnées en raison de leurs propriétés
bénéfiques étudiées auparavant, telles que la production de phytohormones (notamment l'acide

indole-acétique), la solubilisation du phosphate, et la production des sidérophores.
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Figure 08 : Localisation géographique de la Sebkha Baniou et Sebkhet Mcif (Bou Saida)



2- Identification taxonomique

Le geéne 16S rRNA de ces souches ont ét¢ amplifi¢ par PCR en utilisant les amorces universelles
16SR (5’CTACGGCTACCTTGTTACGA3Z’) et 16SF (S’GAGTTTGATCCTGGCTCAG3’).
Le produit amplifi¢ a été extrait du gel, puis soumis au séquencage. Un arbre phylogénétique a
¢été construit a I’aide du logiciel MEGA 11.0 et les séquences ont ét¢ alignées avec CLUSTAL-
X. La distance évolutive paire a paire a été calculée selon la méthode du Neighbor-Joining avec

un bootstrap de 1000 réplicats pour regrouper les taxons associés.
3- Activités PGPR déja testées

Les souches sélectionnées ont été testé pour la production d'acide indole-3-acétique (IAA)
comme décrit par Brick et al. (1991) et la capacité a dissoudre le phosphate de tricalcium
Ca3(P0O4)2 a été suivie dans un milieu liquide PVK selon la méthode de Nautiyal (1999).
L'isolement a également été testé pour la production de sidérophores dans le milieu liquide

Chrom Azurol S (CAS) (Schwyn et Neilands, 1987).
Les unités de sidérophores ont été calculées comme suit :

% sidérophore =(Ar) - (As) / (Ar) x 100

Ou Ar est I'absorbance de la solution de CAS ; As est I'absorbance d’échantillons.

4- Analyse des activités enzymatiques, de tolérance et de production de métabolites

secondaires
4-1- Réactivation des souches

Les souches bactériennes sélectionnées pour cette étude ont été conservées a long terme dans
un milieu nutritif liquide additionnée de glycérol (BN), a -18 °C. Pour leur réactivation, la
suspension bactérienne a été directement ensemencée en strie sur milieu de gélose nutritive
(GN). L’incubation a été effectuée a 28 °C pendant 24 a 48 heures afin d’obtenir une croissance

active.
4-2- Tolérance au stress abiotique
4-2-1- Croissance en présence de NaCl

La tolérance au sel des souches étudiées a été évaluée en cultivant les bactéries sur un milieu
bouillon nutritif (BN) supplémenté en concentrations croissantes de NaCl (0 M, 0,1 M, 0,2 M,

0,5 M et 1 M). Chaque souche a ét¢ inoculée de manicre aseptique dans des tubes contenant
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10 ml de milieu stérilisé, puis incubée a 28 °C pendant 24 heures. La croissance bactérienne a

¢été estimée en mesurant la DO a 600 nm (Kerbab, 2022).

4-2-2- Croissance en présence des inhibiteurs

La tolérance des souches a certains composés antimicrobiens a été évaluée sur gélose nutritive
enrichie en phénol (0,1 %, p/v) et en cristal violet (0,0001 %, p/v). Apres incubation a 28 °C
pendant 48 heures, la croissance bactérienne a été examinée visuellement. La présence de

colonies indique une résistance a ces agents inhibiteurs (Benhacene et al., 2016).

4-3- Activités enzymatiques hydrolytiques
4-3-1- Production d’amylase

L’activité amylasique a été évaluée sur gélose nutritive enrichie a 1 % d’amidon (Annexe 1),
selon la méthode de Delarras (2014). Aprés ensemencement, les boites ont été incubées a 28 °C
pendant 48 heures. La détection de ’amylase a été réalisée par inondation des boites avec une
solution d’iode, qui colore ’amidon en bleu-noir. L’apparition d’un halo clair autour des
colonies, correspondant a une zone non colorée, indique la dégradation de I’amidon et t¢émoigne

d’une activité enzymatique positive (Holt et al., 1994).

4-3-2- Production de protéase

La capacité des souches a produire des protéases a été ¢valuée selon une méthode basée sur
I’hydrolyse des protéines du lait. Le test a été réalisé sur un milieu composé de gélose
nutritive supplémentée par 10 % de lait écrémé stérile (Annexe 2). Aprés inoculé sous forme
de spot avec Sul de cultures fraiches, les boites ont été incubées a 30 °C pendant 24 a 48
heures. L’activité protéolytique est mise en évidence par 1’apparition d’un halo clair autour

des colonies, traduisant la dégradation des caséines présentes dans le lait (Rabhi, 2019).

4-3-3- Dégradation de Tween 80

L’activité estérasique a été mise en évidence sur un milieu solide contenant du Tween 80
(Annexe 3). Aprés 7 jours d’incubation a 28 °C, I’apparition d’un halo opaque autour des
colonies révele la libération d’acides gras résultant de 1’hydrolyse enzymatique du Tween 80

(Bouzigha et Bouchiba, 2017).
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4-3-4- Dégradation de la tyrosine

Le test de dégradation de la tyrosine a été réalisé sur une gélose spécifique (Annexe 4). Les
souches ont été¢ ensemencées en strie, puis incubées a 28 °C pendant 48 heures. Une activité
positive est indiquée par la formation d’une auréole brune ou noire autour des colonies, due a

I’oxydation de la tyrosine (Bouzigha et Bouchiba, 2017).

4-4- Production d’enzymes antioxydantes
4-4-1- Production de catalase

La production de catalase a ¢té testée en détectant la libération d’oxygene a partir du peroxyde
d’hydrogene (H20:). Une colonie fraiche a ét¢ déposée sur une lame propre, suivie de 1’ajout
de quelques gouttes de H20: a 3 %. L’émission immédiate de bulles gazeuses indique une
activité catalasique positive, due a la décomposition du peroxyde en eau et en dioxygene

(Sebihi ,2016).

4-5- Activités enzymatiques de dégradation des composés azotés
4-5-1- Production d’uréase et d’indole

La production d’uréase a été testée sur un milieu urée-indole en tube. Aprés ensemencement
et incubation a 28 °C pendant 24 heures, la libération d’ammoniac issue de 1’hydrolyse de
I’urée entraine une augmentation du pH, traduite par un virage de I’indicateur vers le rouge
violacé. La production d’indole a été révélée par I’ajout de quelques gouttes de réactif de
Kovacs : une coloration rouge dans la phase supérieure du tube indique un test positif

(Bouzigha et Bouchiba, 2017).

4-6- Production de métabolites secondaires d’intérét
4-6-1- Production d'HCN

La capacité des souches a produire de 1'acide cyanhydrique (HCN) a été testée selon la méthode
de Bakker et Schipperes (1987), sur milieu King B additionné de glycine (4,4 g/1). Les isolats
sont ensemencés par stries sur la gélose en boites de Pétri. Un disque de papier Whatman N°1
de 9 cm de diameétre imprégné d'une solution de picrate de sodium (5% d'acide picrique et 2%
de carbonate de sodium anhydre) est déposé au fond du couvercle de la boite. Celle-ci est scellée

avec du papier parafilm et incubée a 30°C pendant 4jours. Un résultat positif se traduit par le
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virage du papier Whatman du jaune vers une couleur orange a marron, indiquant la production

de HCN volatile (Rabhi, 2019).

4-6-2- Production des exopolysaccharides (EPS)

La capacité des souches a produire des exopolysaccharides a été évaluée sur un milieu solide
enrichi en saccharose (Annexe 5), favorisant la synthése de polysaccharides extracellulaires.
Apres incubation a 28 °C pendant 3 a 5 jours, les colonies présentant une consistance muqueuse,

brillante ou visqueuse ont été considérées comme productrices d’EPS (Freitas et al., 2011).

A- Extraction des EPS

Un volume de 5 a 8 mL d’eau distillée stérile a été ajouté a la surface des colonies cultivées sur
un milieu enrichi en saccharose. Les colonies ont ensuite été frottées délicatement a 1’aide d’un
¢étaloir stérile afin de solubiliser les exopolysaccharides (EPS) sécrétés. Le liquide obtenu a été
récupéré et transféré dans un tube propre. Trois volumes d’éthanol absolu (95 %) ont été ajoutés,
suivis d’un mélange doux. Apres incubation a —20 °C pendant 30 minutes, la formation d’un
précipité blanc, filamenteux ou visqueux a été interprétée comme un indicateur positif de

production d’EPS.

Compte tenu de la capacité de la souche Bacillus pumilus BR7 a exprimer des activités PGP et
a tolérer le stress salin tout en maintenant une bonne croissance, son utilisation en tant que

biofertilisant apparait envisageable

5- Effet de Bacillus pumilus BR7 sur la germination des graines de blé dur (WAHA) sous
stress salin

A- Blé dur

Les graines d’une variété locale de blé dur Waha (7riticum durum L.c.v Waha) sont utilisées.

Elles ont été fournies par 1’Institut Technique des Grandes Cultures (I.T.G.C.) de Sétif —Algérie

B- Souche bactérienne

La souche Bacillus pumilus BR7, caractérisée comme une rhizobactérie promotrice de
croissance végétale (PGPR), a été sélectionnée pour les tests d’inoculation. Cette souche a été
préalablement évaluée pour plusieurs traits PGP, notamment la production d’acide indole-

acétique (AIA), la sécrétion de sidérophores et la solubilisation des phosphates. Ses
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performances ¢élevées dans I’expression de ces activités en font un candidat prometteur pour les

applications en biofertilisation, justifiant ainsi son utilisation dans les essais d’inoculation.

5-1- Préparation de I’inoculum

La souche BR7 est cultivé dans du BN et incubé a 28 +2°C pendant 2 jours. La culture est
centrifugée (12 000 rpm/mn) et rincées deux fois dans du PBS (Annexe 6), puis ajustée a une

densité de 108 UFC/mL (Kerbab, 2022).

5-2- Stérilisation et inoculation des graines de blé dur Waha

Les graines de bl¢ sont désinfectées par immersion dans 1’éthanol a 70% pendant Smin puis
trempées dans une solution d’hypochlorite de sodium a 2,5% pendant 15 min. Ensuite, elles
sont lavées 10 fois avec de I’eau distillée stérile. Les graines désinfectées sont imbibées dans
I’eau distillée stérile et mises sous agitation pendant 24h. Les graines sont inoculées par
immersion dans un tampon phosphate (contrdle) et/ou I’inoculum bactérien (108 UFC/ml) de

BR7 pendant 4 h.

Ensuite, les graines sont placées sur du papier filtre, dans des boites de Pétri de 9 cm contenant
10 ml d’eau distillée stérile ou une solution de NaCl a 1 M. Les boites sont réparties en deux
groupes (NaCl 0 M et 1 M) et chaque groupe est subdivisé en deux sous-groupes (témoin et

graines bactérisées avec BR7) avec 6 boites par traitement.

L’expérience est réalisée en duplicata. Elle a été conduite pendant 15 jours d’avec une moyenne
de températures durnes/ nocturnes de 21°C et 18°C, respectivement, et une photopériode 16 h

d’éclairage (Rabhi, 2019).

5-3- Mesure des parametres de germination

La germination des graines est évaluée aux jours 3, 6, 9 et 11 aprés inoculation. Une graine est
considérée comme germée lorsque la radicule atteint au moins 3 mm de longueur. Quatre

parametres sont évalués dans cette expérience :

Pourcentage de germination final (PGF) : déterminé au 11¢ jour d’incubation, lorsqu’aucune
nouvelle germination n’est observée, selon la formule :

PGF (%) = (Nombre de graines germées / Nombre total de graines) x 100
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Indice du taux de germination (ITG) :

ITG = (G3/3) + (G6/ 6) + (G9 / 9)

ou G3, G6 et GY représentent les pourcentages de germination aux jours 3, 6 et 9.

Indice de vigueur de la longueur des semis (IVLS) :

IVLS = Longueur moyenne des semis (cm) X Pourcentage de germination

Indice de vigueur du poids sec des semis (IVPS) :

IVPS = Poids sec moyen des semis (mg) x Pourcentage de germination

Les indices IVLS et IVPS sont calculés selon la méthode proposée par Abdul-Baki et
Anderson (1973).

5-4- Analyse des parametres morphologiques

Aprées 15 jours de croissance, les plantes sont récoltées. Leurs tailles et leurs poids frais et sec

(aprés 72h de séchage a 65°C) ainsi que le nombre des racines secondaires sont déterminés.

6- Analyses statistiques

L’analyse de la variance unifactorielle (ANOVA) et multifactorielle (ANOVA) est utilisée pour
¢évaluer I’effet des différentes souches microbiennes dans diverses conditions de croissance, par
rapport a I’échantillon témoin. Le niveau de signification statistique adopté pour tous les tests
estde 5 % (p <0,05). Lorsque des différences significatives sont observées au sein d’un groupe,
le test de comparaison multiple de Tukey est appliqué. Des lettres différentes sont placées en
haut de chaque colonne afin d’indiquer les différences entre les groupes. Toutes les analyses

statistiques ont été réalisées a 1’aide du Microsoft office Excel (2016) et logiciel JASP 0. 19.3.0
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RESULTATS




1- Caractérisation phénotypique des souches

L’ observation morphologique des colonies sur le milieu GN révele que la souche BR7 (Bacillus
pimulis.) forme des colonies rondes, opaques, de couleur créme a blanchatre, a contours
réguliers, typiques du genre Bacillus. En revanche, la souche MR4 (Pseudomonas
cremoricolorata) présente des colonies lisses, plates a 1égeérement convexes, de teinte jaune

créme, avec des bords réguliers, caractéristiques du genre Pseudomonas. (Figure 09).

Figure 09 : Aspects macroscopiques des souches

2- Identification moléculaire

L’identification moléculaire des souches a été réalisée par I’analyse des séquences de I’ADNr
16S. La comparaison des séquences obtenues avec celles disponibles dans la base de données
GenBank a permis d’identifier les isolats comme appartenant aux espéces B. pumilus et
P.cremoricolorata. Les séquences correspondantes ont €t€ soumises et déposées dans la base
de données GenBank.

Un arbre phylogénétique a été construit a partir de ces séquences en utilisant le logiciel
MEGA (version 11.0), selon la méthode du Neighbor-Joining avec 1000 réplications de
bootstrap, afin de visualiser le positionnement évolutif des souches par rapport a des especes
de référence. Les deux isolats apparaissent clairement dans des clades distincts regroupant les

especes proches, confirmant ainsi leur identification taxonomique (Figure 10).
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l‘: 0Q160490.1 Pseudomonas sp. BGP6-1019-0-BAC50-D10
KX618437.1 Pseudomonas sp. R367

MN932298.1 Pseudomonas putida Os Ep PPA 8

KU374975.1 Pseudomonas fulva AS1258

1877048 . .
— KU577945.1 Pseudomonas cremoricolorata MNS

89 L (O KU577946.1 Pseudomonas cremoricolorata MR4

MW?736862.1 Pseudomonas sp. XRK36

MF135178.1 Pseudomonas parafulva F12

KX618438.1 Pseudomonas sp. R372

FJ193603.1 Uncultured Pseudomonas sp. clone GI-1r-B12

i': HQ705771.1 Bacillus pumilus MB40
KX611488.1 Bacillus pumilus BRS

MN262206.1 Bacillus sp. AzaPeMN-R1

{ PP961588.1 Bacillus safensis V38
39 0M658369.1 Bacillus pumilus QH-400

0Q876141.1 Bacillus sp. PGM690
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Figure 10 : Arbre phylogénétique basé sur une comparaison de la séquence de I' ADNr

16S des souches bactériennes. Les nombres sur I'arbre indiquent les pourcentages des

dérivés de 1000 réplications.

3- Activités PGP des souches BR7 et MR4

Les deux souches bactériennes testées dans cette étude ont démontré des activités PGP
prometteuses in vitro. En effet, comme le montre le Tableau 2 et Figure 11, 12 et 13, elles sont
toutes deux capables de produire 1'acide indole-3-acétique (AIA), de solubiliser le phosphate
inorganique, et pour le sidérophore seulement la souche MR4 peuvent produire. Ces activités
sont particulicrement importantes en agriculture, car elles permettent respectivement de
stimuler la croissance des racines, de rendre le phosphore disponible pour les plantes, et de
mobiliser le fer dans le sol, un élément essentiel mais souvent peu accessible. Ces résultats

confirment le potentiel des souches BR7 et MR4 comme candidates pour le développement de

biofertilisants adaptés a des conditions de culture variée.
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MR4

Figure 11 : Production de sidérophore

Figure 13 : Production de I’AIA

Tableau 02 : les résultats d’activités PGP des souches MR4 et BR7

Les tests Sidérophores (%) Solubilisation de AIA (pg/ml)
Les souches phosphate (mm)
Souche 1 : BR7 0% 8 142.91°
Souche 2 : MR4 10% 7 6.26%
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4- Analyse des activités enzymatiques, de tolérance et de production de métabolites
secondaires

4-1- Tolérance au stress abiotique
4-1-1- Croissance en présence de NaCl

La tolérance des souches a la salinité a ¢été évaluée en les cultivant sur un milieu BN
supplémenté en NaCl a différentes concentrations (0, 100, 200, 500 et 1000 mM). Les résultats
ont montré que les deux souches, Pseudomonas cremoricolorata (MR4) et Bacillus pumilus
(BR7), sont capables de croitre jusqu’a une concentration de 1 M de NaCl, traduisant une
certaine tolérance a la salinité. Toutefois, la souche BR7 s’est distinguée par une croissance plus
soutenue, notamment a 100 mM (0,1 M) ou elle a atteint une densité optique supérieure a 1,
indiquant une activité métabolique ¢élevée malgré la présence de sel. Ces résultats suggerent que
BR7 possede une meilleure aptitude a se développer en conditions salines, comparée a MR4,

dont la croissance est plus rapidement affectée par I’augmentation de la salinité (Figure 14).
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Figure 14 : Optimum de croissance des PGPR sous stress salin.

4-1-2- La croissance en présence des inhibiteurs chimiques

La tolérance des souches bactériennes aux inhibiteurs chimiques a ét¢ évaluée en les exposants
a deux composés antimicrobiens : le phénol (0,1 % p/v) et le cristal violet. La capacité de
croissance sur des milieux contenant ces substances témoigne de la résistance des bactéries a

des stress chimiques, un atout potentiel pour leur persistance en environnement hostile. Comme
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illustré dans les Figures 15 et 16, les deux souches ont montré une croissance en présence de
phénol, ce qui refléte leur aptitude a tolérer cet agent toxique. En revanche, des différences
notables ont été observées vis-a-vis du cristal violet : la croissance de la souche BR7 a été
fortement inhibée, tandis que la souche MR4 a conservé une croissance active. Cette différence
suggere que MR4 présente une plus grande résistance au cristal violet, et par conséquent une

tolérance accrue aux stress antimicrobiens.

Figure 16 : la croissance en présence de cristal violet
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4-2- Activités enzymatiques hydrolytiques
4-2-1- Production d’amylase

L’activité amylolytique a été mise en évidence par 1’apparition d’un halo clair autour des
colonies apres ’ajout de lugol, indiquant la dégradation de ’amidon. Comme le montre la
Figure 17, la souche BR7 a présenté une activité amylolytique marquée, traduite par une zone
de lyse nette, tandis que la souche MR4 n’a pas montré de capacité significative a hydrolyser

I’amidon.

Figure 17 : D’activité¢ amylolytique des souches BR7 et MR4

4-2-2- Production de protéase

L'activité protéolytique des souches bactériennes a été évaluée par leur capacité a hydrolyser
les protéines présentes dans le milieu, mise en évidence par la formation d’un halo clair autour
des colonies, sans ajout de réactif. Cette activité enzymatique est souvent associée a la libération
de nutriments dans le sol, contribuant ainsi aux propriétés PGPR des bactéries. Comme illustré
dans la Figure 18, la souche BR7 (Bacillus pumilus) présente une activité protéasique
significative, traduite par une zone de clarification bien définie autour de la colonie. En
revanche, la souche MR4 (Pseudomonas cremoricolorata) n’a montré aucune activité

détectable dans les conditions expérimentales testées, suggérant une expression.
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Figure 18 : la production de protéase
4-2-3- Dégradation de Tween 80

Le Tween 80, un surfactant non ionique dérivé du polysorbate 80 (ester de I’acide sorbique),
est fréquemment utilisé¢ dans les milieux de culture pour détecter la production d’enzymes
lipolytiques telles que les estérases. Ces enzymes sont capables d’hydrolyser les liaisons ester
des composés lipidiques, leur activité se traduisant par 1I’apparition d’un halo opaque autour des
colonies bactériennes, sans nécessiter 1’ajout de réactif. Dans notre étude, les souches BR7 et
MR4 n’ont présenté aucun halo opaque autour de leur zone de croissance sur milieu contenant
du Tween 80 (Figure 19). Ces résultats indiquent une absence d’activité estérasique détectable
chez ces deux souches, suggérant qu’elles ne produisent pas, ou a des niveaux trés faibles,

d’enzymes capables de dégrader ce composé.

Figure 19 : dégradation de Tween 80
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4-2-4- Dégradation de la L-tyrosine

La capacit¢ de dégradation de la L-tyrosine a été évaluée par 1’apparition d’un halo de
coloration brun foncé a noire autour des colonies, indicatif d’une activité tyrosinase. Comme
illustré dans la Figure 20, seule la souche MR4 a présenté une réaction positive, révélant une
oxydation effective de la L-tyrosine. En revanche, la souche BR7 n’a montré aucun halo coloré,
indiquant I’absence d’activité tyrosinase détectable. Cette enzyme est souvent impliquée dans
la synthése de composés phénoliques protecteurs, suggérant que MR4 pourrait disposer d’un

avantage physiologique en conditions de stress oxydatif ou environnemental.

Figure 20 : Iactivité tyrosinolytique

4-3- Production d’enzymes antioxydantes
4-3-1- Production de catalase

Lactivité catalasique a été¢ détectée chez les deux souches étudiées, BR7 (Bacillus pumilus) et
MR4 (Pseudomonas cremoricolorata), comme le montre la Figure 21. La catalase est une
enzyme ubiquitaire chez les organismes aérobies, jouant un role clé dans la protection cellulaire
en catalysant la décomposition du peroxyde d’hydrogeéne (H20:) en eau et oxygene, neutralisant
ainsi les effets toxiques des espéces réactives de I’oxygene (ROS). La présence de cette activité
chez les deux souches indique leur potentiel a résister au stress oxydatif, un avantage important
pour leur survie en conditions environnementales défavorables et pour leur efficacité en tant

qu’agents PGPR.
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Figure 21 : la production de catalase

4-4- Activités enzymatiques de dégradation des composés azotés
4-4-1- Production d’uréase et d’indole

Lactivité uréasique a été évaluée a 1’aide du milieu urée-indole. L’hydrolyse de 1’urée par
I’enzyme uréase libére de I’ammoniac (NHs), provoquant un changement de couleur du milieu
vers le rose-violacé en raison de ’alcalinisation. En parall¢le, le test de production d’indole
repose sur la capacité des bactéries a dégrader le tryptophane en indole, détectée par I’apparition
d’une couche rouge a la surface apres I’ajout du réactif de Kovacs. Comme I’illustre la Figure
22, la souche MR4 a montré une activité uréasique positive, tandis que la souche BR7 ne
présentait aucune modification de couleur, indiquant I’absence d’activité uréase détectable.
Concernant le test d’indole (Figure 23), aucune des deux souches n’a produit de coloration

rouge en surface, révélant une incapacité a produire de I’indole a partir du tryptophane.

Figure 22 : la production d’uréase
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Figure 23 : la production d’indole

4-5- Production de métabolites secondaires d’intérét

4-5-1- Production d'"HCN

La production de cyanure d’hydrogéne (HCN) a été évaluée qualitativement a 1’aide d’un papier
filtre imprégné d’une solution de picrate d’acide picrique et de carbonate de sodium, placé sur
le couvercle de boites de Petri contenant un milieu enrichi en glycine. Apres incubation, un
changement de couleur du papier filtre vers le brun orangg a été interprété comme un indicateur
positif de production de HCN. Les deux souches, MR4 et BR7, ont montré une capacité a
produire du HCN, avec une production plus marquée chez MR4 (Figure 24). Cette différence
pourrait étre attribuée a une expression différentielle des génes hcnABC, codant pour les
enzymes impliquées dans la biosynthése de I’acide cyanhydrique (HCN), bien connus pour leur
activité chez plusieurs especes de Pseudomonas (Ramette et al., 2003). Le HCN est un
métabolite secondaire aux propriétés antifongiques, jouant un role clé¢ dans la compétition

microbienne et les mécanismes de biocontrdle au sein de la rhizosphere
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Figure 24 : production d’HCN sur milieu a la glycine

4-5-2- Production des exopolysaccharides (EPS)

Aprées incubation sur un milieu enrichi en saccharose, les colonies bactériennes ont présenté
un aspect mucoide et visqueux, suggérant une production des EPS (Figure 25). Cette
production a été confirmée par I’ajout d’éthanol, entrainant la précipitation des
polysaccharides sous forme d’un dépot blanc, caractéristique d’une synthése positive des
EPS. Comme illustré a la Figure 26, les deux souches BR7 et MR4 ont démontré une
capacité significative a produire des EPS, avec une production particuliérement abondante
chez la souche BR7, ce qui peut constituer un avantage adaptatif en conditions

environnementales stressantes.
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Figure 26 : précipitation des EPS

Le tableau récapitulatif des résultats des tests de PGPR regroupe 1’ensemble des données

obtenues lors des expérimentations menées sur deux souches bactériennes (Tableau 03).
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Tableau 03 : Caractéres des souches BR7 et MR4
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5- Effet de Bacillus pumilus BR7 sur la germination des graines de blé dur (WAHA) sous

stress salin

5-1- Inoculation des graines de blé dur Waha

Le traitement des graines de blé dur par la souche bactérienne BR7 (Figure 27) n’a pas entrainé
d’amélioration notable des paramétres de germination, que ce soit en conditions normales ou
salines (Figure 28 A et B). Le stress salin a une concentration de 1 M de NaCl a impacté
négativement la germination, mais I’inoculation avec la souche BR7 n’a pas permis de
compenser ou d’atténuer cet effet. Les résultats indiquent une absence d'effet bénéfique de la
souche bactérienne sur le pourcentage de germination, la vitesse de germination ou la croissance
des plantules. En I’absence de sel (0 M NaCl), le témoin non traité a présenté de meilleurs
résultats que les graines inoculées, suggérant que BR7 n’a pas favorisé la germination du blé

dur dans ces conditions expérimentales.

Figure 27 : Les graines de blé avant le germination
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Figure 28 (A, B) : Effet de BR7 sur la germination de blé a des concentrations de NaCl de 0

+" témoin NaCl 1. -

B

et 1 M.

5-2- Mesure des parametres de germination

Tableau 04 : Paramétres de germination de blé dur

BR7 NaCl 1.

Paramétre PGF (%) ITG IVLS IVPS
(Pourcentage | (Indice du taux (Indice de (Indice de
de germination | de germination) vigueur de la vigueur du
final) longueur des poids sec des
Traitement . .
semis) semis)
Témoin 93 10.04 1028.58 1390
BR7 53 5.72 498.2 530
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Les résultats ont montré que tous les indicateurs de germination étaient nettement inférieurs
chez les graines traitées avec la souche BR7 par rapport au témoin, indiquant 1'absence d’un

effet bénéfique de cette souche a ce stade.

5-3- Parametres morphologiques

L’efficacité de souche BR7 sur la germination des grains est effectuée par le calcul de certains
parametres : taux de germination, longueur des racines et des feuilles, poids sec et frais, Les

résultats sont analysés statistiquement et représentés sous forme d’histogrammes (Figure 29,30

et 31).
14 5 3 a
_ 2 45
e 12 n
S g 4
@ 10 Q35
c —
= a
S 8 33
— c 2 5
(7] O ’
L 6 g 2
5 €
2 4 — 15
& o 1
S 2 2
= b b 0,5 b b
0 ——— —— 0 | | | |
témoin BR7 témoin BR7
NacCl (M) NaCl (M)
EOM m1M EOM m1M
__ 08 __ 0,09
X 0,7 a X 0,08 a
wv (%]
206 go07
a
%) 0'4 7, ’ a
S o 5 0,04
2 % @ 0,03
LE 0,2 2 0,02
801 b b 'S 0,01 b b
o a
o 0 ——— ——— 0 R i
témoin BR7 témoin BR7
NaCl (M) NaCl (M)
EOM mE1M EOM m1M

Figure 29 : Effet du stress salin (NaCl 1 M) sur la longueur, le nombre, le poids secs et

frais des racines des graines de blé dur inoculées ou non par BR7.
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Figure 30 : Effet du stress salin (NaCll M) sur la longueur, le poids secs et le poids frais

des feuilles des graines de blé dur inoculées ou non par BR7.
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Figure 31 : Effet du stress salin (NaCl 1 M) sur le taux de germination, le poids secs et

frais total de graines de blé dur inoculée ou non avec BR7.

En absence de stress salin, les plantules de blé dur inoculées par la souche Bacillus pumilus
BR7 ont présenté des résultats similaires a ceux du témoin non inoculé pour I’ensemble des
parametres étudiés, a savoir la longueur, le nombre, ainsi que les poids frais et secs des
racines, la longueur, les poids frais et secs des feuilles, le taux de germination, et les poids
totaux (frais et secs) des plantules. Aucune différence statistiquement significative n’a été

observée entre les deux conditions.

En revanche, sous stress salin (NaCl 1 M), une réduction significative de tous ces parametres a
été enregistrée, traduisant I’effet délétére du sel sur la croissance des plantules. L’inoculation
avec la souche BR7 n’a pas permis de compenser cette inhibition, les valeurs obtenues étant

comparables a celles du témoin soumis au stress.
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Les analyses physiologiques et biochimiques ont mis en évidence une hétérogénéité notable des
caractéristiques biologiques entre les souches bactériennes BR7 et MR4. Cette variabilité
suggere des adaptations €cophysiologiques spécifiques, probablement liées a leurs niches
d’origine respectives ou a des spécialisations fonctionnelles distinctes dans leurs écosystémes.
Cette variabilité phénotypique peut influencer de maniére significative leurs performances en
tant qu'agents bénéfiques dans des applications biotechnologiques, telles que la promotion de

la croissance végétale ou la biocontrole.

Les deux souches étudiées BR7 et MR4 se sont révélées positives pour la production d’acide
indole-3-acétique (AIA), une phytohormone de la famille des auxines. L’AIA joue un role
fondamental dans la stimulation de la croissance des racines et 1’¢longation cellulaire,
favorisant ainsi une meilleure absorption de 1’eau et des nutriments. Cette propriété constitue
un indicateur clé du potentiel PGPR des bactéries (Wang et al., 2023). De plus, BR7 et MR4
ont montré une capacité a solubiliser le phosphate inorganique, un élément essentiel mais peu
disponible dans les sols. Cette propriété repose sur la production d’acides organiques qui
libérent le phosphate fixé a des cations comme le calcium, le fer ou I’aluminium, le rendant
ainsi accessible aux plantes (Chen et al., 2024). Cette aptitude représente un atout agronomique
important dans les contextes de sols pauvres ou peu fertiles. En revanche, seule la souche MR4
a démontré une production de sidérophores, des molécules a forte affinité pour le fer,
essentielles en cas de carence de cet ¢lément dans I’environnement. En plus de faciliter
I’acquisition du fer, les sidérophores peuvent aussi exercer une action indirecte de biocontrdle
en limitant la disponibilité du fer pour les agents pathogenes, notamment certains champignons
et bactéries (Patel et al., 2023). Ce résultat confeére a MR4 un intérét particulier pour les

applications de lutte biologique en agriculture.

Par ailleurs, les deux souches bactériennes BR7 et MR4 ont montré des caractéristiques
fonctionnelles intéressantes en lien avec leur potentiel d'utilisation comme bactéries
promotrices de croissance. Concernant leur tolérance au NaCl, les deux souches ont été
capables de croitre a des concentrations élevées (1M) avec un taux de croissance plus marquée
chez BR7. Cette aptitude a survivre en milieu salin suggére une capacité d’adaptation a des
environnements contraignants, comme les sols secs. Un tel trait est particulierement recherché
dans les stratégies agricoles visant a améliorer la productivité des cultures dans des zones

affectées par la salinisation des sols (Nawaz et al., 2020).
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Les analyses enzymatiques et métaboliques ont clairement distingué les profils fonctionnels des
souches BR7 et MR4, révélant des stratégies d’adaptation distinctes pouvant étre valorisées en
agriculture durable. Toutes deux ont exprimé une activité catalasique, indiquant leur capacité a
décomposer le peroxyde d’hydrogéne, un composé réactif produit en réponse aux stress
environnementaux tels que les UV, la sécheresse ou les attaques pathogenes. Cette activité
refléte un mécanisme de défense cellulaire fondamental pour assurer la survie bactérienne en
conditions hostiles (Zhang et al., 2022). En revanche, seule MR4 a présenté une activité
tyrosinase, témoignant de sa capacité a oxyder la L-tyrosine. Cette enzyme est impliquée dans
la biosynthése de composés phénoliques protecteurs, tels que les mélanines, connus pour leur
role dans la tolérance au stress oxydatif et aux agressions abiotiques (Patel et Singh, 2023).
L’expression de cette activité chez MR4 pourrait lui conférer un avantage physiologique

supplémentaire dans les environnements contraignants.

La souche BR7 s’est particulicrement distinguée par une forte activité amylasique et
protéasique, démontrant sa capacité a hydrolyser I’amidon et les protéines. Ces enzymes
participent a la dégradation de la matiére organique complexe en ¢léments simples, facilitant le
recyclage des nutriments dans le sol (Zhang et al., 2022). Une telle activité enzymatique
suggere que BR7 pourrait contribuer a I'amélioration de la fertilité des sols, notamment dans
des contextes de faible teneur en matiére organique. En revanche, MR4 a exprimé peu, voire
aucune de ces activités enzymatiques, ce qui suggere une stratégie écologique distincte, orientée
non vers la dégradation des ressources organiques, mais plutdt vers des fonctions spécialisées

telles que le biocontrole et la mobilisation de nutriments.

Par ailleurs, 1’évaluation de la tolérance des deux souches aux inhibiteurs chimiques a mis en
évidence une capacité différenciée a survivre en présence de composés antimicrobiens, tels que
le phénol et le cristal violet. Les deux souches ont maintenu leur croissance sur milieu contenant
0,1 % de phénol, indiquant une résistance générale a ce stress chimique, ce qui constitue un
avantage pour leur persistance dans des environnements contaminés ou soumis a des intrants
agricoles. Cependant, des différences marquées ont été observées vis-a-vis du cristal violet :
alors que BR7 a montré¢ une inhibition significative, MR4 a conservé une croissance notable,
traduisant une tolérance accrue a ce colorant toxique. Cette différence peut étre attribuée a leur
nature structurale. En effet, les bactéries Gram négatif, comme MR4, possédent une membrane

externe protectrice qui limite la pénétration de certains agents toxiques, contrairement aux
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Gram positif comme BR7, plus vulnérables en 1’absence de cette barriére (Khan et Gupta,

2022).

Les résultats des tests biochimiques ont révélé des caractéristiques distinctes entre les deux
souches étudiées. La souche MR4 a montré une activité uréasique positive, traduisant sa
capacité a hydrolyser I’'urée en ammoniac. Cette propriété est pertinente dans le contexte de la
promotion de la croissance végétale, car I’ammoniac libéré peut non seulement fournir une
forme d’azote assimilable par les plantes, mais également modifier localement le pH du sol,
influencant la biodisponibilité¢ des nutriments. De plus, cette alcalinisation peut avoir un effet
inhibiteur sur certains pathogenes sensibles aux variations de pH, conférant 8 MR4 un avantage
supplémentaire en termes de biocontrdle (Singh et Patel, 2023). En revanche, la souche BR7
n’a exprim¢ aucune activité uréasique, suggérant une stratégie trophique différente,
potentiellement centrée sur la dégradation de polymeéres organiques via ses enzymes
hydrolytiques (amylase, protéase). Concernant le test de production d’indole, aucune des deux
souches n’a montré de capacité a produire cet €lément a partir du tryptophane, ce qui pourrait
indiquer une voie différente de biosynthese de I’auxine (AIA), non dépendante de 1’indole libre.
I1 est connu que certaines bactéries PGPR produisent de I’ AIA via des voies indépendantes du
métabolisme de 1’indole, comme la voie de 1’acide indole-3-pyruvique. Ainsi, I’absence de
production d’indole ne contredit pas les résultats antérieurs positifs de production d’auxine,

mais souligne la diversit¢ métabolique des voies impliquées.

La souche MR4 a présenté plusieurs caractéristiques propres aux agents antagonistes. Elle a
montré une production d’uréase, qui permet la conversion de 1’'urée en ammoniac, contribuant
ainsi a la disponibilité de 1’azote pour les plantes (Alinia et al., 2022). Elle a également produit
de l’acide cyanhydrique (HCN), un métabolite secondaire reconnu pour ses propriétés
antifongiques, notamment par inhibition de la respiration des champignons pathogenes (Ali et
al., 2023). Par ailleurs, MR4 est la seule a produire des sidérophores, renfor¢cant son potentiel
de biocontrole via la compétition pour le fer dans la rhizosphére, une stratégie efficace pour

limiter le développement des microorganismes pathogénes (Cruz et al., 2023).

Les souches BR7 et MR4 ont toutes deux exprimé une capacité a produire des polysaccharides
extracellulaires (EPS), des composés clés impliqués dans la formation des biofilms. Toutefois,
la souche BR7 s’est révélée étre la plus productive en EPS, une caractéristique qui
s’accompagne d’une croissance bactérienne plus élevée. Cette forte production d’EPS contribue

non seulement a renforcer 1’adhésion aux racines, mais aussi a améliorer la tolérance aux stress
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abiotiques tels que la salinité et la sécheresse, favorisant ainsi une colonisation plus stable et

efficace de la rhizosphére (Xiao et al., 2022).

Aucune des deux souches étudiées n’a présenté d’activité lipolytique sur le Tween 80, ce qui
indique I’absence de production détectable de lipases extracellulaires. Ce résultat suggeére que
la dégradation des lipides complexes n’est probablement pas une voie métabolique majeure

mobilisée par BR7 ou MR4 dans leur interaction avec 1’environnement rhizosphérique.

Dans le contexte des PGPR, I’activité lipasique n’est pas systématiquement impliquée dans la
promotion de la croissance végétale. Toutefois, certaines études ont montré que les lipases
peuvent contribuer a la dégradation des parois lipidiques de champignons phytopathogeénes ou
a la modulation des signaux lipidiques dans le sol. Cette absence pourrait ¢également refléter
une spécificité écologique liée a leur niche d’origine, ou la disponibilité des substrats lipidiques

est limitée, rendant I’expression de lipases moins avantageuse sur le plan évolutif.

La croissance rapide de la souche Bacillus pumilus constitue un caracteére bénéfique important
lorsqu’elle est utilisée comme PGPR, car elle lui permet de coloniser rapidement la rhizosphére
avant I’installation d’autres micro-organismes concurrents, y compris les pathogenes. Cette
installation précoce favorise une compétition efficace pour les nutriments et la production de
métabolites antimicrobiens (comme des antibiotiques ou des biosurfactants) qui limitent le
développement des agents nuisibles. De plus, une croissance rapide permet a la bactérie de
commencer plus tot a produire des phytohormones (telles que les auxines et les cytokinines), a
solubiliser le phosphore, a fixer 1’azote, et a induire une meilleure tolérance au stress chez la

plante hote (Dobrzynski et al., 2022).

Malgré les traits fonctionnels intéressants observés in vitro, I’inoculation des graines de blé dur
(variété WAHA) avec la souche BR7 n’a pas induit d’amélioration significative du taux de
germination, aussi bien en conditions normales que sous stress salin (I M NaCl). Les résultats
obtenus indiquent que les pourcentages de germination dans les lots traités étaient comparables
a ceux du témoin non inoculé, suggérant une absence d’effet statistiquement mesurable au stade
précoce. Toutefois, le fait que la germination n’ait pas été inhibée par la souche témoigne d’une
certaine compatibilité avec la plante hote. Cette absence d’effet marqué pourrait s’expliquer par
une colonisation inefficace de I’embryon, une expression tardive des mécanismes de promotion
de croissance, ou encore par des conditions in vitro peu propices a I’activation des fonctions de

BR7. 1l est donc probable que les bénéfices potentiels de cette souche se manifestent a des
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stades ultérieurs du développement, notamment en phase de croissance végétative (Tanveer et
al., 2021), ce qui justifie la poursuite des évaluations en conditions de culture prolongée. Par
ailleurs, bien que BR7 présente une tolérance élevée au sel en milieu de culture, cela ne garantit
pas nécessairement une protection efficace des plantes contre le stress salin. En effet, la souche
n’a peut-étre pas activé suffisamment de mécanismes osmorégulateurs tels que la production
de composés osmoprotecteurs (ex. : proline, glycine bétaine, trehalose) qui sont nécessaires

pour contrer les effets déléteres du sel sur les graines en germination (Gowtham et al., 2022).

L’inoculation bactérienne n’a pas induit d’effet significatif sur le nombre de racines formées,
ni sur le développement de la partie aérienne, comparativement au témoin. Cette absence de
différence notable pourrait indiquer que les bactéries testées, bien qu’ayant un certain potentiel
phytostimulant, n’ont pas suffisamment activé les voies hormonales ou physiologiques
nécessaires pour déclencher une réponse morphologique marquée. En particulier, la production
d’auxines bactériennes, telles que 1’acide indole acétique (AIA), peut parfois induire des
réponses limitées, notamment en modulant la formation de racines latérales sans en améliorer

la croissance ou la fonctionnalité (Wang et al., 2023).

Par ailleurs, I’absence d’augmentation du poids frais de la partie aérienne suggere une absence
de stimulation globale de la croissance végétative. Cette situation pourrait s’expliquer par une
redistribution interne des ressources, ou I’énergie métabolique est mobilisée vers des
ajustements souterrains sans réelle expression morphologique, ou encore par une inefficacité
physiologique des racines nouvellement formées, en lien avec leur structure anatomique ou leur
capacité d’absorption (Du et al., 2024). Comme I’indiquent également Schifer et al. (2022),
I’équilibre entre croissance racinaire et développement aérien dépend étroitement de la
répartition des ressources et de la qualité fonctionnelle du systéme racinaire. Ainsi, les résultats
obtenus ici reflétent probablement une réponse adaptative faible, sans bénéfice significatif sur

la biomasse globale de la plante.

Par ailleurs, I’absence totale de germination en conditions salines (1 M NaCl) témoigne d’un
effet osmotique sévére entravant a la fois ’imbibition des graines et le déclenchement des
processus métaboliques nécessaires a la germination. Selon (Kumar et al., 2022), a des
concentrations aussi €levées, le sel perturbe non seulement 1’équilibre hydrique des cellules
embryonnaires mais provoque également un stress oxydatif aigu, inhibant la division cellulaire
des les premicres heures. Enfin, bien que certaines souches bactériennes tolérantes au sel

puissent théoriquement atténuer ces effets par la production de composés osmoprotecteurs,
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I’absence de développement observée ici suggere que les mécanismes osmorégulateurs
potentiellement exprimés par la souche BR7 n’ont pas été suffisants pour contrer les effets
toxiques d’une salinité aussi extréme, comme 1’a montré (Rojas-Tapias et al., 2021) dans des

conditions similaires.

Ces observations suggerent que le potentiel bénéfique de BR7 pourrait s’exprimer
principalement a des stades plus avancés du développement végétatif, lorsque la plante est
capable d’établir une symbiose plus stable avec la bactérie. Une stratégie d’inoculation ciblée,
ajustée aux stades phénologiques clés (ex. : post-levée ou début de croissance racinaire),

pourrait étre plus efficace pour exploiter les propriétés de cette souche.
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CONCLUSION




Cette ¢tude a mis en lumicre la richesse fonctionnelle et écologique des deux souches
bactériennes halotolérantes BR7 (Bacillus pumilus) et MR4 (Pseudomonas cremoricolorata),
isolées de la rhizosphére de I’halophyte Salsola tetrandra dans la région de Bousaada. Leur
profil physiologique et biochimique différencié révele des stratégies écophysiologiques

complémentaires.

La souche BR7 se distingue par une tolérance au stress salin, la production d’acide indole-3-
acétique (AIA), la solubilisation du phosphate inorganique, ainsi que par une activité
enzymatique marquée (amylase, protéase, catalase). Elle produit également de I’HCN et des
exopolysaccharides (EPS) et tolére certains composés chimiques toxiques, ce qui lui confere
une aptitude particuliecre a survivre et agir dans des environnements hostiles. Ces
caractéristiques suggerent un role important dans I’amélioration de la fertilité des sols et la

promotion de la croissance végétale, en particulier dans les zones arides et salinisées.

En revanche, MR4 se démarque par des traits fortement liés au biocontrole, notamment la
production de sidérophores et de I’acide cyanhydrique (HCN), de I'uréase et de la tyrosinase.
Elle présente également une meilleure résistance a certains inhibiteurs chimiques, comme le
cristal violet, probablement en lien avec sa structure de bactérie Gram négatif. Ces attributs
renforcent son potentiel dans la lutte biologique contre les pathogeénes du sol et dans la

mobilisation de nutriments essentiels.

Malgré les propriétés prometteuses de la souche BR7, son inoculation sur les graines de blé dur
(variété WAHA) n’a pas entrainé d’amélioration significative du taux de germination, que ce
soit en conditions normales ou en présence d’un stress salin élevé (1 M NaCl). Ce résultat
suggere que ’effet bénéfique de BR7 ne s’exprime pas nécessairement dés les premiéres étapes
du développement végétal. Par ailleurs, les parameétres physiologiques mesurés — tels que la
longueur des racines et des parties aériennes, le poids frais et le poids sec — n’ont pas non plus
montré de différences significatives par rapport au témoin non inoculé. Cette absence d’effet
notable sur la croissance initiale pourrait indiquer que la souche BR7 exerce une action différée,
se manifestant potentiellement a des stades plus avancés du développement de la plante,

notamment lors de la phase de croissance active ou en réponse a des stress prolongés.

Ces résultats invitent a une approche plus nuancée et dynamique dans I’utilisation des PGPR,
prenant en compte les stades phénologiques de la plante, les conditions environnementales et

la spécificité des interactions plante-microorganisme. Afin d’exploiter pleinement le potentiel
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agronomique de ces souches, il est indispensable de poursuivre les investigations au-dela de la
germination, notamment en conditions de serre et en plein champ, pour évaluer leur impact sur
la croissance, la nutrition, la tolérance aux stress abiotiques, ainsi que sur la protection contre

les pathogénes.

Ainsi, BR7 et MR4 représentent deux agents biologiques complémentaires aux mécanismes
d’action distincts, prometteurs pour une agriculture durable, moins dépendante des intrants
chimiques. Leur valorisation passe par une meilleure compréhension de leurs effets a long terme
et dans des conditions agronomiques vari¢es, ouvrant la voie a des stratégies d’inoculation

ciblées, combinées et adaptées aux besoins réels des cultures.
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Annexe 1: Gélose d’amidon a 1 %.

Peptone 5g
Amidon 1% ---------------- 10g
Agar-agar ----------------- 15¢
Eau distillég---------------- 1L

Annexe 2 : Gélose au lait écrémé

Peptone ------------------ 10g
NaCl --------=-=mmmemm e 05¢g
Extrait de levure -------- 03 ¢g
Agar 20g
Eau distillée---------------- 1L
Lait écrémé -------------- 10 %

Annexe 3 : Milieu de Sierra additionné de tween 80

Peptone 10g
NaCl 05¢g
CaCIl-1HO --------------- 0.1g
Eau distillée----------------- 1L
Agar 18 ¢
Tween 80---------------- 10 ml

Annexe 4 : Gélose a la tyrosine

Peptone 05¢g
Extrait de viande -------- 03 g
L-tyrosing ---------------- 05 ¢g
Agar 20 g
Eau distillée---------------- 1L

Annexe 5 : Milieu pour production de EPS

Glucose 20g
Peptone S5g
NaCl S5¢g
Agar 15¢g
Eau distillée---------------- 1L
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Annexe 6 : Solution de PBS

NaCl 80¢g
KCl 02¢g
Na:HPO4 -----------—--- 1,44 g
KHzPO4--------mmmmmme- 0,24 g
PH 7,4
Eau distillée---------------- 1L
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