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Résumé

Les rhizobactéries promotrices de la croissance des plantes (PGPR) sont des bactéries du sol
qui peuvent stimuler la croissance des plantes de fagcon directe ou indirecte. Parmi lesquelles,
les bactéries appartenant au genre Bacillus sont considérées comme étant le groupe de
rhizobacteéries le plus freqguemment identifiees.

L’ objectif de ce travail est la sélection et la caractérisation phénotypique des bactéries
appartenant au genre Bacillus a du sol rhizosphérique d’orge commune (Hordeum vulgare
L.) cultivées dans la région d’El Meneaa W. Ghardaia - Algérie.

Nous avons isolé 484 isolats, 28 souches ont été identifiées comme appartenant au genre
Bacillus grace a I’utilisation des techniques morphologiques et physiologiques.

Les 28 isolats ont été caractérisés sur le plan phénotypique et biochimique, puis ont ensuite
été testés in vitro pour leurs traits spécifiques a la promotion de la croissance des plantes tels
que la fixation d’azote, la solubilisation des phosphates et la production des enzymes
lytiques. Parmi les souches testees, 71.4% étaient capables de solubiliser les phosphates sur
le milieu NBRIP et la moitié de nos souches ont la capacité de synthétiser I’enzyme uréase
(50%) et lipase (53.6%).

Les résultats obtenus ont montré que nos souches pourront étre utilisées comme des PGPB

dans le domaine de I’agriculture, mais aussi dans les industries biotechnologiques.

Mots-clés : PGPR, Bacillus spp, Hordeum vulgare L., Sélection, Rhizosphére.



Abstract

Plant Growth Promoting Rhizobacteria (PGPR) are soil bacteria that can stimulate plant
growth either directly or indirectly. Among which the bacteria belonging to the genus

Bacillus are considered the most frequently identified group of rhizobacteria.

The objective of this work is the selection and phenotypic characterization of bacteria that
belong to Bacillus genus from the roots of common barley (Hordeum vulgare L.) cultivated
in the region of El Meneaa W. Ghardaia-Algeria.

In the framework of this thesis, we isolated 484 isolates, 28 strains were identified as

belonging to the genus Bacillus using morphological and physiological techniques.

The 28 isolates were phenotypically and biochemically characterized and then tested in vitro
for their traits specific to promoting plant growth such as nitrogen fixation, phosphate
solubilization, and lytic enzyme production. Among the strains tested, 71.4% were able to
solubilize phosphates on NBRIP medium and half of our strains have the capacity to

synthesize the urease (50%) and lipase (53.6%) enzymes.

The results obtained have shown that our strains can be used as PGPBs in agriculture domain

but also in biotechnology industries.

Keywords: PGPR, Bacillus spp, Hordeum vulgare L., Selection, Rhizosphere.
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Introduction

L’écosysteme terrestre est considéré comme un véritable réservoir de microorganismes. La
communauté microbienne se caractérise par une large diversité et une complexité des
relations qui s’établient entre les différents composants de cet écosysteme. L’ensemble de

ces interactions leur permet de jouer des roles essentiels dans I’écosysteme tellurique.

La rhizospheére, qui est le volume de sol soumis directement a I’influence des racines des
plantes, représente la zone d’intense activité microbienne et posséde le plus important
réservoir de biodiversité au monde (Bashir et al., 2016). Les bactéries sont les représentantes
les plus importantes quantitativement par rapport aux autres microorganismes du sol. Parmi
les bactéries qui colonisent la rhizosphere, les bactéries promotrices de la croissance
végeétale, connues sous I’acronyme PGPR (plant growth promoting rhizobacteria) (Kloepper
et Schorth, 1978) sont le groupe bactérien rhizosphérique le plus étudié et exploité.

Les PGPR constituent une flore bactérienne rhizosphérique hétérogene influence
favorablement la croissance et le rendement des plantes par une multitude de mécanismes.
Le mode d'action de ces bactéries implique deux mécanismes majeurs : un mécanisme direct
qui comprit I’amélioration de la disponibilité des éléments nutritifs (Biofertilisation) par la
fixation d’azote atmosphérique, la solubilisation des phosphates et des potassiums, la
production de certaines métabolites comme les sidérophores ou par la modulation des
niveaux d’hormones végétales (Phytostimulation) (Ahmad et Kibret, 2014). Et un
mécanisme indirect conférant aux végétaux une meilleure résistance aux agents pathogenes
(stress biotique) par la production des antibiotiques et par I’induction de la resistance
systémique chez la plante (kirdi, 2011), ainsi qu’aux agressions environnementales (stress
abiotique) (Joseph et al., 2012) comme le stress salin qui constitue I’un des facteurs majeurs
limitant la productivité des plantes et par conséquent la production agricole, conduisant a
I’appauvrissement des sols en matieres organiques et a I’accumulation d’ions toxiques, et en
réponse a ce stress, les PGPR synthétisent et/ou accumulent des solutés compatibles ou
d’osmoprotecteurs participant a la remédiation du sol et la restauration de la croissance des

plantes stressées (Choudhary et Varma, 2016).

Le nombre d'espéces bactériennes identifiees comme PGPR a augmenté récemment en
raison de nombreuses études portant sur une large gamme d'especes végétales et sur les

progres développés dans la compréhension des différents mécanismes d'action de ces
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rhizobactéries. Une large variété de microorganismes est considérée comme des PGPR,
appartiennent essentiellement aux genres : Pseudomonas, Azospirillum, Azotobacter,
Klebsiella, Enterobacter, Bacillus,.... (Kloepper et al., 1989 ; Glick, 1995).

Les bactéries appartenant au genre Bacillus sont les plus étudiées dans la recherche
scientifique et les plus exploitées en agriculture. Elles sont trés répandues dans la nature et
représentent une proportion importante de la microflore (Kloepper et al., 2004) et aussi
possedent une grande activité dans le contrdle biologique de maladies liées au sol. Ces
rhizobactéries ont la capacité de produire de nombreux métabolites et sont faciles a cultiver
in vitro ou a manipuler au laboratoire (Raaijmakers et al., 2002). En outre, le genre Bacillus
possede la possibilité de sporuler dans des conditions défavorables ce qui facilite sa

production industrielle et sa formulation en un produit stable (Lalloo et al., 2010).

Dans le cadre de la création d’un inoculum bactérien qui permettra I’amélioration de
I’établissement et le développement d’une agriculture saharienne, nous avons mené une
étude qui a porté sur un isolement et la sélection des bactéries appartenant au genre Bacillus
a partir d’un sol rhizosphérique associé a des plantules d’orge commune (Hordeum vulgare.
L) cultivées sur un sol saharien provenant d’une région aride du sud d’Algérie (ElI Menia -
Ghardaia). Les isolats obtenus ont été caractérisés sur le plan phénotypique, biochimique,
physiologique et métabolique afin de déterminer leur spectre d’utilisation principalement
dans le domaine de I’agriculture comme des biofertilisants et des agents de bio-contréle, et

aussi dans d’autres industries.
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I. Stress salin

1. Définition

Le stress salin correspond a I’accumulation de sels trés solubles (Ben hebireche et Djafour,
2011) particulierement le chlorure de sodium (Rengasamy, 2010) dans la partie superficielle
des sols, dans les régions racinaires des plantes ou dans I’eau d’irrigation (Mermoud, 2006).
Le stress salin implique un stress osmotique, hydrique et ionique qui méne finalement a un

stress oxydatif.

2. Effets

Le stress salin occasionne des effets nocifs sur le sol traduit par une diminution de la fertilité
des sols et de la disponibilité des nutriments pour les cultures (Singh et Singh, 2013), ainsi
I’alimentation en eau des plantes est rendue plus difficile (Cheverry et Bourrié, 1998). Ce
qui limite la productivité et la croissance des plantes (Bouzid, 2010) et la croissance des
microorganismes dans les régions rhizosphériques, affectant ainsi les associations
bénefiques entre les plantes et les microorganismes et augmentant dans certains cas la
virulence des germes phytopathogenes présents dans la rhizosphere (Dikilitas et Karakas,
2012).

2.1. Sur les plantes

La salinité affecte la plante par divers moyens qui se manifeste par des changements
morphologiques, physiologiques, biochimiques et moléculaires (Fig.1) (Ashraf et Harris,
2004).

Les effets de la salinité se manifestent principalement par une diminution de la croissance
de I’appareil végétatif, caractérisé par une faible ramification, un faible diametre des
organes, un nombre réduit des nceuds, un raccourcissement de I’entre-nceud, une senescence
précoce et une réduction du nombre de feuilles (Munns, 2002). L'arrét de I'expansion de la
surface foliaire et la diminution de la longueur de la tige et par conséquent I’augmentation
du rapport racine/tige. Une diminution de la biomasse seche et fraiche de toutes les parties
de la plante est aussi démontrée (Acosta-Motos et al., 2017). La salinité influx également
sur la croissance et la qualité des fruits dont I’aspect fruits plus petits et nécroses, et la qualite

organoleptique est modifiée (Levigneron et al., 1995).

Le stress salin affecte aussi les différents processus physiologiques tels que la cessation

de I’assimilation du carbone dans les feuilles, la réduction de la perméabilité due a la



déshydratation, la fermeture des stomates, la sénescence et la fuite ionique dans le cytosol.
Ces effets conduisent a I’inactivation du transport d’electrons photosynthétiques et
respiratoires (Allakhverdiev et al., 2000 ; Parvaiz et Satyawati, 2008) entrainant une faible

production d’énergie par les réactions de phosphorylation et photorespiration.

Des stress extrémes conduisent au nanisme et a I’inhibition de la croissance. Les feuilles
deviennent sclérosées avant méme d’avoir terminées leur croissance et développement, et
I’organisme tout entier risque de dépérir assez vite (BenHayyim et al., 1989 ; Speer et Kaiser,
1991).

Effects on photoperiodicity and
circadian clock, accumulation
of Na+ in ovary, style and in
anther which cause an
increase in the rate of flower
abortion and reduction of pollen
numbers

Suppression of photosynthesis,
preduction of reactive oxygen
species (ROS), DNA damage,
membrane injury, and protein
degeneration

Fruit size declines, Na+ gets
accumulated in seeds which
affect metabolic enzymes and
seed germination
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lon toxicity, nutrient deficiency,
oxidative and osmotic stress
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Figure 1 : Effet de la salinité sur le développement des plants (Egamberdieva et al., 2019).

2.2. Sur les bactéries

La salinité a un impact négatif sur I’abondance, la diversité, la composition et les fonctions
de la population microbienne dans le sol (Borneman et al., 1996). Les travaux de Omar et al
(1994) ont montré qu’avec une augmentation du niveau de salinité a plus de 5% en particulier
de NaCl, le nombre total de bactéries a été considérablement réduit. Une observation

similaire a été rapportée par Li et al (2006), qui ont trouvé des corrélations négatives entre



la conductivité électrique du sol et I'émission de dioxyde de carbone ou la biomasse

microbienne.

Une augmentation brusque de I’osmolarité du milieu externe entraine un rapide flux d’eau
vers I’extérieur de la cellule, qui a pour conséquence une diminution de la pression de
turgescence, le moteur de I’élongation des cellules durant la croissance, une variation de la
concentration cytoplasmique en solutés, un changement du volume cellulaire (Csonka,
1989), une plasmolyse dans les cas extrémes ou les bactéries n‘ont aucun moyen de répondre
ou de s'adapter a I’augmentation de la force ionique (Na*, CI") dans le sol (Le Rudulier et
al., 2002 ; Nabti et al., 2010). Aussi, I’augmentation brusque de I’osmolarité du sol modifie
la disponibilité de I’eau a la cellule ce qui aboutit a une perturbation de I’activité des
protéines et d’autres macromolécules et une inhibition d’un grand nombre de processus
biologiques comme la synthese des macromolécules et la réplication de I’ADN. La salinité
altére aussi la composition exopolysaccharidique et lipopolysaccharidique de la surface
cellulaire bactérienne. De plus, I’épuisement des ions potassium par les plantes dans des
conditions salines réduit encore la capacité des rhizobactéries a utiliser les ions potassium
comme osmorégulateur primaire. L'utilisation végétale d'osmolytes sous stress salin prive
les rhizobactéries d'osmolytes, ce qui limite finalement la croissance bactérienne (Arora,
2020).

3. Mécanismes de tolérance

Les bactéries sont capables de développer un certain degré de tolérance contre les conditions
défavorables et d’améliorer la croissance des plantes dans des milieux a forte osmolarité
(Niu et al., 2018). Les bactéries appartenant aux genres Pseudomonas, Bacillus,
Enterobacter, Agrobacterium, Streptomyces, Klebsiella et Ochromobacter sont les plus
signalés pour I'ameélioration de la productivité de diverses cultures dans des conditions
salines (Sharma et al., 2016 ; Singh et Jha, 2016 ; Sarkar et al., 2018). Ces bactéries ont la
capacité de developper des mécanismes moléculaires leur permettant de survivre et de croitre
avec l'augmentation de la salinité (Fig. 2) (Egamberdieva et al., 2016 ; Hashem et al., 2016),
elles sont distinguées sous la nomination ST-PGPR (Salt Tolerant-PGPR) (Egamberdieva et
al., 2019).

3.1. Accumulation des solutes compatibles

Les micro-organismes répondent au stress osmotique essentiellement par I’accumulation des

solutés compatibles pour équilibrer la pression osmotique et le milieu intracellulaire (Mishra
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et al., 2018). Le terme « soluté compatible » a été introduit par Brown et Simpson en 1972
pour décrire des solutés accumulés qui ne présentent pas d’activité inhibitrice, méme a forte
concentration, vis -a-vis les métabolismes cellulaires ou le fonctionnement des enzymes et
des protéines (Oren, 2003). Ces solutés sont des composés organiques de faible poids
moléculaire, sont accumulés soit par absorption a partir de I'environnement (osmolytes
exogenes) ou par la biosynthése de novo (osmolytes endogenes) (Roberts, 2005) et ensuite
dégrader a la suite d'une réduction de la pression osmotique externe. Cependant, elles
peuvent, en guise de réponse précoce et plus rapide, accumuler ou libérer dans le milieu
extérieur par I’intermédiaire de systéemes de transport spécifiques responsables de
I’osmorégulation (systéemes d'efflux spécifiques et aquaporines) (Galinski, 1995). Certains
solutés compatibles n’ont aucun effet sur la croissance cellulaire en milieu a forte osmolarité.
Les autres, par contre, ont un important effet de stimulation sur le taux de croissance
lorsqu’ils sont ajoutés au milieu de culture. Ce sont des osmoprotecteurs (Ghoul, 1990).
L'accumulation d'osmolytes est une réponse au stress plus soutenue pour prévenir la perte
d'eau (Bremer et Kramer, 2019). Ainsi ces molécules osmotiquement actives conservent une
pression de turgescence positive nécessaire a la division cellulaire (Curatti et al., 1998), elles
permettent aussi a une grande variété de vivants de résister aux conditions extrémes telles
que les variations de température et de salinité élevée (Smiatek et al., 2012), comme elles
jouent un réle essentiel dans la stabilisation des protéines et des membranes pendant les
dommages oxydatifs induits par les « ROS » (Saxena et al., 2013).

La diversité des solutés compatibles est grande mais, se limite a quelques grandes catégories
de produits chimiques, qui sont des acides aminés (par exemple, le glutamate et la proline),
des derives d’aminoacide (peptides et acides aminés N-acétylés), des amines quaternaires
(par exemple, la glycine bétaine et la carnitine), des hydrates de carbone ou leurs dérivés
(par exemple, le saccharose et le tréhalose) et des tétrahydropyrimidines (ectoines) (Karima,
2007).

3.2. Production des phytohormones

Les phytohormones produites par les bactéries jouent un role essentiel dans la modulation
de la physiologie végétale sous stress salin (Egamberdieva et Kucharova, 2009 ).

L’AlA (Acide Indole Acétique) est la principale phytohormone produite par les bactéries, il
est nécessaire pour la division cellulaire et I'allongement dans les plantes aux prises avec le
stress salin (AbdAllah et al., 2017). Outre les auxines, d'autres phytohormones auraient

également atténuées l'effet du stress salin chez les plantes comme la production de
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cytokinines (CK), qui sont importantes pour la prolifération et la différenciation
cellulaire (TrParray et al., 2016 ), I'ABA (Acide abscisique) agit comme un signal cellulaire
et module divers génes en réponse a une carence en eau et au stress salin (Numan et al.,
2018) et la Gibbérelline qui améliore essentiellement le poids, la longueur et la substance
chlorophyllienne des plants (Kang et al., 2014).

3.3. Activite de I’Amino-Cyclopropane-1Carboxylate

L'enzyme ACC désaminase intervient pour réguler la production massive d’éthylene en
clivant 'ACC en ammoniac et en o-cétobutyrate qui sont consommés par les bactéries
comme sources d'azote et de carbone (Glick, 2014 ), facilitant ainsi la croissance des plantes
sous le stress salin (Nadeem et al., 2010).La présence de ST-PGPR abaisse
considérablement le niveau d'éthylene de stress et empéche I'inhibition des genes régulés a
la baisse impliqués dans le stress des plantes induit par I'éthyléne et régule a la hausse les
génes impliqués dans la croissance des plantes (Glick et al., 2007 ). Cependant, la
désaminase de I'ACC a non seulement le pouvoir d’améliorer la survie des plantes dans les
sols salins, mais également d’augmenter la productivité (Egamberdieva et al., 2011). Il a été
constaté que I'ACC désaminase a des effets sur d'autres propriétés biochimiques des cellules
végétales, y compris la stabilité de la membrane, la formation de solutés biocompatibles, la
production de pigments photosynthétiques (Tiwari et al., 2018) et ainsi aide a la formation

de nodules dans des conditions salines (Nascimento et al., 2016).

3.4. Sécrétion des Exopolysaccharides

La production d'Exopolysaccharides (EPS) ou de polysaccharides de surface est une
caractéristique générale de certaines bactéries de la rhizosphere, une quantité abondante
d'EPS se forme dans des conditions défavorables (Khan et Bano, 2019). L'EPS améliore la
structure du sol en formant des macroagrégats avec le sol, ce qui augmente encore la capacité
de rétention d’eau du sol (Alami et al., 2000). Les macroagrégats maintiennent I’équilibre
dans les conditions aerobies et anaerobies dans le sol et déterminent également I’absorption
progressive des nutriments du sol. En cas de stress salin, ces agrégats aident a lier des cations
(Na+) en les rendant inaccessibles aux plantes (Ashraf et al., 2004). Les EPS bactériens
protégent ainsi les bactéries de la dessiccation en modifiant leur microenvironnement
(Roberson et Firestone, 1992).
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3.5. Activité antioxydante

Dans des conditions salines, la génération des substances réactives a I’oxygéne (ROS) telles
que les radicaux superoxydes (0% et OH") et le peroxyde d'hydrogéne (H202) modifient
I'activité antioxydante. Les ROS entrainent des dommages aux lipides, aux protéines et aux
acides nucleiques conduisent finalement a la mort de la plante (Del Rio et al., 2003). Comme
réponse au stress salin les bactéries appartenant aux PGPR produisent des enzymes
antioxydantes telles que la superoxyde dismutase (SOD), la peroxydase (POX) et la catalase
(CAT) et des antioxydants non enzymatiques tels que l'ascorbate, le glutathion et 1’a-
tocophérol (Han et Lee, 2005) pour éliminer le peroxyde d’hydrogene et autre dérives

réactifs de I’oxygene (Kim et al., 2005).
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Figure 2 : Les différents mécanismes de tolérance de stress salin par les bactéries
(Egamberdieva et al., 2019).



I1. Les bactéries promotrices de croissance

1. Définition

Les bactéries promotrices de croissance sont des communautés bactériennes phyto-
bénefiques qui améliorent la croissance et le développement des plantes. Sont connues sous
I’abréviation de PGPB, qui est une abréviation de I’expression anglaise « Plant Growth
Promoting Bacteria » (Abnatura, 2013).

Les PGPB sont divisés en deux grands groupes en fonction de leur relation avec les plantes
hotes : les bactéries libres (non rhizosphériques), vivant dans le sol et n’utilisant pas les
exsudats racinaires pour leur croissance et les bactéries sous I’influence des plantes, et qui
sont soit libres (rhizosphérique) ou en associations avec les plantes et qui sont sous un effet
direct des composés organiques présents dans les racines, elles sont des souches trés
compétitives capables de coloniser la surface des plantes (rhizoplan et phyllosphere) ou a
I”intérieur des plantes (endosphere) (khan, 2005).

L effet positif exercé par les PGPB est réalisé a travers divers mécanismes, qui peuvent étre
regroupés en deux groupes : mecanismes directs et indirects (Fig. 3) (Prashar et al., 2013).
Les mécanismes directs englobent ceux qui affectent la régulation de la croissance des
plantes, alors que les mécanismes indirects sont liés aux mécanismes de défense par leur
effet antagoniste contre la microflore néfaste.

2. Mécanisme d’action

Les mécanismes d’action que soit ceux qui ont un effet direct ou indirect sur la croissance et
la productivité des plantes, pouvant étre actifs simultanément ou séquentiellement a
différentes étapes de la croissance des plantes. Les mécanismes directs permettent la
promotion directe de la croissance des plantes peut se produire par deux processus: La
biofertilisation et la phytostimulation alors que les mécanismes indirects impliquent les
différents modes d"action des agents microbiens dans le biocontrole.

2.1. Biofertilisation

Les biofertilisants augmentent la disponibilité des éléments nutritifs essentiels aux plantes
tel que I’azote, le phosphate, le potassium grace aux divers procédés biologiques.

e Fixation d’azote

L’azote est un elément nutritif essentiel pour plusieurs activités chez les plantes. Malgré sa
grande disponibilité dans I’atmosphére sous la forme gazeuse (N2), les plantes ne peuvent

pas I’assimiler sous cette forme (N2) (Pujic et Normand, 2009 ; Arora et al., 2012).



L’azote atmosphérique ne peut étre transféré sous une forme assimilable (ammoniaque,
nitrate et nitrites) pour les plantes que sous I’action des bactéries. Les bactéries libres du sol
ont le pouvoir de réaliser une série de réactions, allant de I’ammoniation, nitrification et
nitrafication pour avoir comme produit finale le nitrite (NOz2). Les bactéries capables
d’assurer ces réactions sont nombreuses, mais regroupées sous I’appellation
« diazotrophes » il s’agit de: Azotobacter, Bacillus, Pseudomonas, Clostridium,
Enterobacter, Klebsiella et Corynebacterium (Tilak et al., 2006). Un autre groupe de
bactéries dites les bactéries symbiotiques, qui sont en interaction symbiotique avec les
plantes, peuvent fixer I’azote atmosphérique et le transférer en ammonium (NH4") et en
nitrate (NOs™) grace a I’action d’un complexe enzymatique « Nitrogénase » (Fig. 4)
(Etesami et Adl, 2020). Ce dernier n’est actif qu’a I’intérieur de structure spécialisée

nommeée « Nodules ».
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Figure 3 : Modes d’action des bactéries promotrices de croissance des plantes (Garcia et
al., 2015).
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¢ Solubilisation des Phosphates

Les bactéries solubilisant le phosphate ou les PSB (Phosphate Solubilizing Bacteria)
permettent la disponibilité du Phosphore existant dans le sol (Vessey, 2003) pour les plantes
par deux mécanismes (Fig. 5).

Le premier mécanisme consiste a la libération des acides organiques qui mobilisent le
phosphore grace aux interactions ioniques avec les cations du sel de phosphate conduisant &
I’acidification des cellules microbiennes et de leur environnement, cette diminution de pH
entraine la dissociation des liaisons dans les composés phosphorés insolubles ce qui rend le
phosphate soluble (Afzal et Bano, 2008).

Le deuxiéme mécanisme est basé sur I’action enzymatique. Des enzymes, tels que des
phosphatases non spécifiques (aussi appelés phosphohydrolase), des phytases, des
phosphonatases et des C-P lypases, permettent la solubilisation de phosphate organique
(Patel et Rajkumar, 2009).

e Solubilisation des Potassiums

Les bactéries solubilisatrices des potassiums (KSB) jouent un réle clé dans le cycle K
naturel, elles permettent de transformer le Potassium minéral insoluble et inaccessible a une
forme disponible pour I'absorption par les plantes (Liu et al., 2012).

Comme le mécanisme de base du PGPR pour solubiliser les P, les PGPR solubilisent les
potassiums par différent mécanismes (Fig. 6) : par la production des acides organiques et
inorganiques comme 1’acide gluconique, oxalique a-cétogluconique et citrique qui peuvent
soit dissoudre directement le minéral K, soit chélater les ions Al et Si associés aux K
mineérales (Romheld et Kirkby, 2010), et par I'abaissement du pH du milieu par la libération
de différents acides organiques et protons par les micro-organismes solubilisants K
(KeshavarzZarjani et al., 2013; Parmar et Sindhu, 2013). Il a été signalé que la production
de divers polymeéres extracellulaires principalement des protéines et des polysaccharides
peut également entrainer la libération de K a partir de minéraux porteurs de K par une fort
absorbation des acides organiques attachés a la surface des minéraux silicatés, ce qui entraine
une forte concentration d'acides autour du minéral (Liu et al., 2006). La formation de biofilm
sur les surfaces minérales rhizosphériques participe également a la dissolution des minéraux
pour libérer K (Meena et al., 2015).
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e Production des sidérophores

Le fer est considéré comme I’oligoélément le plus important pour la croissance microbienne,
il agit comme un régulateur global de nombreux processus cellulaires, métaboliques et
biosynthétiques. Dans des conditions de carence en fer, les bactéries aérobies produisent des
métabolites secondaires appelés sidérophores pour combler leur besoin en fer.

Les sidérophores (sidéros = fer ; phoros = transport) (Saha et al., 2012) sont des composés
organiques de faible poids moléculaire (400-1000 daltons) (Castignetti et Smarrelli, 1986)
avec une affinité tres élevée et spécifique pour chélater le fer. Ces sidérophores se fixent
avec l'ion ferrique et forment un complexe sidérophore-ferrique et le transporte vers la
cellule microbienne ou il se lie avec des récepteurs dépendants de la suspension de fer a la
surface de la cellule bactérienne (O'Sullivan et O'Gara, 1991). L'ion ferrique est ensuite
relaché et actif dans le cytoplasme comme ion ferreux (forme soluble) (Fig. 7). Certains des
sidérophores produits (500 sidérophores connus) sont utilisés par une grande variété de
plantes et par d’autres micro-organismes comme sources de fer (Crowley, 2006).

De plus les sidérophores peuvent augmenter la disponibilité de Phosphore pour les plantes
soit en chélatant les cations tels que Ca*?, Al*? et Fe*® formant des précipitations avec le
phosphore ou par échange de ligands (Sharma et al., 2013).

Ils sont également utilisés dans la lutte biologique contre les champignons phytopathogénes
en s’appropriant des ions ferriques présents dans la rhizosphere et ils les rendent non
disponibles aux champignons pathogenes, ce qui provoque une diminution de leur
croissance. Les bactéries productrices de sidérophores appartiennent aux genres

Bradyrhizobium, Pseudomonas, Rhizobium, Serait et Streptomyces (Kuffner et al., 2008).

Figure 7 : Représentations schématiques du rdle du PGPR producteur de sidérophore (Sid)

dans I'amélioration de la disponibilité du fer pour la plante (Etesami et Adl, 2020).
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2.2. Phytostimulation

Les phytostimulateurs améliorent la croissance des vegétaux par leurs facultés a produire ou
a changer la concentration des régulateurs de croissance de la plante (Martinez-Viveros et al.,
2010).

Une large gamme de microorganismes trouvés dans la rhizosphére est capable de produire
des phytohormones pour réguler la croissance et le développement des plantes, ces hormones
vegétales sont des petites molécules de signal produites en tres faible concentration et leur
synthese est finement régulée. Elles sont chimiquement analogues aux hormones
synthétisées par les plantes (Tab. 1). Elles influencent les processus biochimiques,
physiologiques et morphologiques dans les plantes (Fuentes-Ramirez et Caballero-Mellado,
2005), et aussi jouent un role important dans la réponse de la plante aux stress biotiques et
abiotiques (Skiryczetinze, 2010 ; Fahad et al., 2015). Les phytohormones sont divisées en
cing groupes : les auxines (AlA), les gibbérellines, les cytokinines, I’éthyléne et un groupe
appelé inhibiteurs, qui comprend I’acide abscissique (ABA) (Shi et al., 2017).

2.3. Antibiose

L'antibiose est une activité antagoniste utilisée par les bactéries pour la prévention des
attaques des pathogenes et pour la suppression et le contréle des maladies d’origine biotique
(Shilev, 2013). Elle repose sur la production a de faibles concentrations des métabolites
secondaires de nature diverse aux propriétés antifongiques et/ou antibiotiques (Melin et al.,
2007), comme : les lipopeptides cycliques, les sidérophores, le cyanure d’hydrogéne HCN,
oomycinA, zwittermycin,...(Akhtar et Siddiqui, 2010).

2.4. Production d’enzymes hydrolytiques

L'amélioration de la croissance par l'activité enzymatique inclus la production par les PGPR
des enzymes hydrolytiques telles que les chitinases, les lipases, les phosphatases, les
protéases,...(Nadeem et al., 2013), qui jouent un rdle clé dans la décomposition de la matiere
organique dans les écosystemes, dans I’inhibition de développement et de croissance des
microorganismes phytopathogenes (Ordentlich et al., 1988) et dans la protection des plantes
contre les stresses biotiques et abiotiques.

14



2.5. Compétition

La compétition entre deux ou plusieurs microorganismes sur les éléments nutritifs, I'espace
ou les autres facteurs environnementaux nécessaires pour la vie est un mécanisme biologique
utilisé par les bactéries pour éliminer les phytopathogénes en réduisant le nombre de sites
habitables et par conséquent, leur croissance (Dommergues et Mangenot, 1970 ; Shameer et
Prasad, 2017). En effet une bactérie a croissance rapide pourrait éliminer les pathogenes
fongiques par la competition pour le carbone et les sources d'énergie. Outre la vitesse de
croissance intrinseque, les autres propriétés renforcant le potentiel colonisateur d’une souche
sont la mobilité (présence d’un flagelle), le chimiotactisme et la faculté d’utilisation des

composés excrétés par les racines en tant que sources de carbone et d’azote (Grover, 2004).

2.6. Résistance systémique induite

La résistance systémique induite est une forme de résistance, stimulée spécifiquement par
les bactéries pour protéger les végétaux contre les attaques des virus, des bactéries et des
champignons (Naznin et al., 2012). Ce mécanisme permet de rendre la plante plus résistante
a I"agression future par des agents pathogeénes.

Cette « immunité » s’initie suite & la perception par la plante de molécules dites « élicitrices
» produites par le microorganisme bénéficiaire (Cherif, 2014) ainsi de nombreux composants
bactériens tel que les lipopolysaccharides (LPS), sidérophores, lipopeptides cycligues,
peuvent induire une résistance systémique des plantes (Gupta et al., 2015 ; Shameer et
Prasad, 2017).
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Tableau. | : Role des phytohormones et les bactéries productrices.

Bactéries

Phytohormones Roéle Références
productrices
e || affecte principalement le systéme
racinaire en augmentant le poids, la Patten et Glick
taille, le nombre de ramifications et la (2002) ; Ahemad
surface en contact avec le sol. Acinetobacter et Kibret (2014) ;
Acide Indole oIl régule le développement des pseudomonas ~ CuPtacetal
- plantes en agissant sur (2015)
Acetique (AIA) lorganogenése, la résistance & des Rhizobium
conditions stressantes et les réponses  Bacillus Ryu et Patten
cellulaires telles que I'expansion des _ (2008)
cellules, la division, la différenciation Klebsiella _
et la régulation des génes. Shilev (2013)
eElle  controle la  division
cellulaire. Nabors (2008)
e Elle stimule la germination. Azotobacter
* Elle joue un rdle dans la formation  Bacillus ABDESSELAM
Cytokinine e_t la croissance des bourgeons, des et LATACHE
tissus en culture et des racines et ~ Pseudomonas (2017)
I’expansion foliaire par  Rhizobium
élargissement cellulaire.
e Elle retarde la senescence.
eElle favorise la germination des Azotobacter MacMillan
grains, la croissance des bourgeons, la Pseudomonas (200-2)-
floraison et le développement des Bottiniet al
fruits. Bacillus (2004)
Gibbérelline * Elle joue un role dans lapromotion de A cinetobacterg  “0C€t @l (2009)

la croissance de la tige et la racine.
e Elle joue un role dans la fermeture des
stomates.

urkholderiaXant

homonas

Acide abscisique
(ABA)

eElle coupe principalement la
croissance des feuilles et des pousses
de la plante.

o Elle supprime la production excessive
d'éthyléne lors de stress biotique et
abiotique.

Phyllobacterium

Brassicacearum

Pliego et al
(2011)
Bresson et al
(2013)
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e Elle stimule la croissance des plantes Crozier (2000)

a des concentrations modérees. Baci Wang et al
. S acillus

eElle favorise la germination des (2000)
graines, la maturation des fruits, la Pseudomonas
synthese _d'autres hormones végétales Lactobacillus Saleem et al
et la croissance des pousses et des (2007)

L éthylene racines. Micrococcus

e A des fortes concentrations, elle
inhibe I’élongation des racines,
provoque la sénescence, ralentit la
migration de I’auxine dans les tissus
et affaiblit la défense de la plante
contre des pathogeénes.

Serratia Davies (2013)

3. Diversité taxonomique

La diversité fonctionnelle et taxonomique des communautés bactériennes bénéfiques est
fortement influencée par des facteurs biotiques et / ou abiotiques (Fierer et al., 2012a). Cette
variation permet de caractériser de nombreux genres appartenant aux différents phylums, les
plus abondants et omniprésents de ces phylotypes comprenant: Proteobacteria,

Actinobacteria et Firmicutes (Janssen, 2006).

3.1. Proteobacteria

Les membres du phylum des protéobactéries telluriques sont regroupés en trois classes :
Alphaproteobactéries, Bétaproteobactéries et Gammaproteobactéries.

¢ Alpha-proteobacteria

Alpha-proteobacteria possede comme tous les classes de proteobacteria la capacité de se
développer méme si la quantité des nutriments est trés faible (Tortora et al., 2011).

Les PGPB appartenant a cette classe et qui sont les plus connus sont les Rhizobia, ils sont
considerés comme des PGPB grace a leur capacité a fixer I’azote atmosphérique et a noduler
les plantes appartenant a la famille des Iégumineuses (Andrews et Andrews, 2017). Les
Rhizobia peuvent étre aussi utilisés comme agents de bio-contr6le (Antoun et Prévost, 2005).
Cette classe regroupe les bactéries faisant partie du genre Rhizobium, Bradyrhizobium,

Sinorhizobium, Mesorhizobium et Gluconacetobacter (Sawada et al., 2003).
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e Béta-proteobacteria

Cette classe, comprenant la famille Burkholderiaceae qui contient des souches PGPB
omniprésentes appartiennent au genre Ralstonia et au genre Burkholderia.
Le genre Burkholderia forme un groupe monophylétique qui contient diverses espéces ayant
des propriétés physiologiques et écologiques variées (Moulin et al., 2001).

e Gamma-proteobacteria

C’est la classe de bactéries la plus nombreuse comprenant des microorganismes trés
diversifiés sur le plan physiologique. Parmi les familles appartenant a cette classe et
considérees comme des PGBR ; la famille des Pseudomonadaceae qui renferme le genre
Pseudomonas et le genre Azotobacter composé de bactéries qui favorisent la croissance des
plantes a cause de leur capacité a fixer I’azote sans noduler les plantes (Sturz et Christie,
2003). De plus, la famille Enterobacteriaceae qui inclut des genres assurant la fonction de
PGPR comme Citrobacter, Enterobacter, Klebsiella et Serratia (Garrity, 2005).

3.2. Actinobacteria

Les membres du phylum Actinobacteria constituent en moyenne 13% des communautés
bactériennes du sol. Ce phylum contient trois sous classes: Actinobacteridae,
Acidimicrobidae et Rubrobacteridae. Dans cet embranchement, le genre Frankia est le plus
connu pour sa capacité de fixation symbiotique de I’azote. De nombreuses études montrent
que les Actinobactéries peuvent coloniser des environnements arides, des sols désertiques et
méme des déserts chauds et froids (Santhanam et al., 2013). Ces bactéries ont la capacité de
produire une multitude de métabolites secondaires, y compris les deux tiers de tous les
antibiotiques connus ainsi que de nombreux agents anticancéreux, antifongiques et
immunosuppresseurs (Berdy, 2005 ; Hopwood, 2007 ; Barka et al., 2016).

3.3. Firmicutes

Les membres du phylum Firmicutes sont largement observés dans les sols désertiques et
peuvent étre comparativement plus abondants que dans d'autres biomes (Fierer et al.,
2012b). Certains genres du phylum Firmicutes, sont capables de former des endospores qui
peuvent faciliter la survie dans des conditions défavorables comme Paenibacillus et Bacillus
qui est le genre le plus commun et le plus prédominant, ils représentent 95% de la flore

isolée.
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I11. Le genre Bacillus
1. Taxonomie

Les Bactéries du genre Bacillus appartiennent a :

- Embranchement : Firmicutes.

- Classe : Bacilli.

- Ordre : Bacillales.

- Famille : Bacillaceae.

Ce genre comprend 377 especes selon la derniére mise a jour en Janvier 2019 (Caulier et al.,
2019) et sont réparties en trois groupes en fonction de la morphologie et la position de
I’endospore (Fig. 8). 1l s’agit de :

Groupe I : Rassemble les bacilles dont les spores d’aspect ovale ou cylindrique, central ou
terminal, ne sont pas déformantes (Bacillus cereus, Bacillus lentus, Bacillus megaterium).
Groupe Il : Comprend les bacilles dont les spores ont une silhouette ovale, de position
centrale ou terminale, modifiant la forme du corps de la bactérie (Bacillus circulans, ...).
Groupe Ill: Réunit les bacilles dont les spores rondes, terminales ou subterminales
déforment le corps bacillaire (Bacillus sphaericus...) (MEDANE, 2017).

Ce genre englobe une variété d’espéces phénotypiquement hétérogenes, présentant un large
éventail de besoins nutritionnels, de diversité physiologique et métabolique ainsi que dans
la composition en base d'ADN (Claus et Berkeley, 1986a).

Historiquement, Bacillus subtilis a été décrite la premiére fois sous le nom de Vibrio subtilis
par Ehrenberg en 1835. En 1864 Davaine attribut le nom Bacteridium au microorganisme
associé a I’anthrax. Finalement, le genre Bacillus a été proposé pour la premiére fois en 1872
par Ferdinand Cohn pour inclure les bactéries en forme de batonnets qui se développent dans
les filaments (Berkeley, 2002). En 1872, Ferdinand Cohn, un éleve de Robert Koch, reconnut
et nomma la bactérie Bacillus subtilis (Logan et Vos, 2015).

Les premiéres tentatives de classification des espéces de Bacillus sont fondees sur deux
caracteristiques : la croissance aérobie et la formation d’endospores de deux especes formant
des endospores, Bacillus anthracis et Bacillus subtilis, le genre a atteint 146 especes dans la
cinquieme édition du Bergey’s Manuel (Bergey et al., 1939). Par la suite, le nhombre de
nouvelles espéces a augmenté régulierement grace a l'application de méthodes variées pour
I'enrichissement et I'isolement tenant compte de la diversité physiologique et des besoins
nutritionnels et culturels de ces organismes (Maughan et van der Auwera, 2011), selon ces

caracteres les especes du genre Bacillus sont regroupées en six grands groupes (Tab. 1)
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(Priest et al., 1993). La taxonomie du genre Bacillus a été loin d’étre établie car plusieurs
espéces initialement décrites comme Bacillus ont été transférées vers des genres voisins,
suite a I’analyse comparative des séquences de base de L’ARN ribosomal 16S (Fig. 9) (dont
la teneur en guanine et en cytosine (G+ C%) de ces espéces connues est comprise entre 32

et 69 moles pour cent (Vargas et al., 2005)).

Figure 8 : Forme et position des endospores chez les différents groupes du genre Bacillus.
Groupe | : Bacillus cereus(a) ; Groupe Il : Bacillus circulans(b) (Logan et De Vos, 2009) ;
Groupe |11 : Bacillus Sphaericus(c) (Holt et al., 1975) observée par microscope a contraste
de phase.

Tableau Il : Taxonomie du genre Bacillus (Priest et al., 1993).

Groupes Espeéces Caractéristiques
résentantes

B. subitilis,

Groupe I B. pumilus, Endospores ovales, aerobies stricts pour la plus part des
B. licheniformis espéces.
et Certames espéces sécrétent de nombreuses enzymes

B. amylali clens extracellulaires : les ucanases et

Groupe  B. sphaericus, Groupe phylogénétiquement homogéne.
A B. insolitus, Tous aerobies stricts.
et B psychrophilus.

Méso-diaminopimélique du peptidoglycane est remplacé
de la lysine ou de omithine.
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2. Caractéristiques bactériologiques

Les especes du genre Bacillus sont des bacilles de taille variable (de 0,5 x 1,2 pm jusqu’a
2,5 x 10 um), batonnets, rectilignes a extrémités carrées ou arrondies (Fig. 10a), a Gram
positif ou a Gram variable (fréquemment, la coloration de Gram n’est positive que pour les
trés jeunes cultures), capables de produire des endospores (Fig. 10b) qui leurs permettent de
survivre des longues périodes dans des conditions environnementales défavorables
(Schleifer, 2009), parfois capsulés (Bacillus anthracis, Bacillus licheniformis, Bacillus
megaterium et Bacillus subtilis peuvent élaborer une capsule formée d’un polymeére d’acide
glutamique), généralement mobiles (Fig. 10c) grace a une ciliature péritriche , aérobies ou
aéro-anaérobies facultative (Guinebretiere et al., 2008), le plus souvent catalase positive,
donnant une réponse variable au test de I’oxydase. La gamme de température de croissance
varie en fonction des souches et s’étend de 5°C a 50°C. Les especes de ce groupe sont
omnipréesentes fréquemment retrouvées dans le sol, I’eau, les poussieres et sur les végétaux.
Certaines espéces se retrouvent dans le tube digestif des animaux ou elles établissent une
relation d’endosymbiose avec leur héte (Hong et al., 2005).

3. Caractéristiques physiologiques

Les Bacillus sont phénotypiquement et génétiquement héterogenes. Ils exhibent diverses
propriétés physiologiques, ils sont capables de degrader la plupart des dérivés animaux ou
végétaux (cellulose, amidon, protéines, hydrocarbures...). Ce sont des producteurs
d'antibiotiques, nitrificateurs, hétérotrophes, dénitrifiants, fixateurs d'azote, précipitateurs de
fer, oxydants de sélénium, oxydants et réducteurs de manganese. Ces microorganismes sont
des chimiolithotrophes facultatifs, des acidophiles, des alcalophiles, des psychrophiles et des
thermophiles (Schleifer, 2009), halotolérants ou halophiles (Upadhyay et al., 2009) ont
constaté que la plupart des bactéries pouvaient tolérer jusqu'a 8% de NaCl et appartenir au
genre Bacillus, de nombreuses espéces halophiles comme Bacillus xiaoxiensis (Chen et al.,
2010), Bacillus chagannorensis (Carrasco et al., 2007) et Bacillus coahuilensis (Cerritos et
al., 2008), et halotolérants comme Bacillus luteolus (Shi et al., 2011) et Bacillus
seohaeanensis (Lee et al., 2006) sont largement répartis dans différents environnements
salins et hypersalins (McGenity et al., 2000). Ces bactéries sont capables de croitre a des
valeurs de pH, de température et de concentrations de sel ou peu d’autres organismes peuvent
survivre. Les espéces de Bacillus sont reconnues pour produire une grande variété de
molécules biologiquement actives incluant des polyketides, des lipopeptides, des
sidérophores et des peptides (Hamdache et al., 2013). Les Bacillus peuvent produire au
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moins une enzyme extracellulaire ce qui peut inclure différentes protéases, nucléases,
phosphatases et lipases (Slepecky et Hemphill, 2006).

Bacillus antlwacis str. Ames

| Bacilus cemus EA3L

] Bacilius thunngrensis str. Al Hakam
Bacillus anthracis str. Slama

Bacilus anthracis str. ‘Ames Ancestor
Bacillus comus ATCC 10987

Baciius thusngiernsis konkuikian
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ﬂ&crl’hrﬁ subliiz 168
Bacilus pumilus SAFR-032Z]
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Figure 9 : Reconstruction phylogénétique des Bacillus basée sur I’ARN 16S (Maughan et
Van der Auwer, 2011)

Figure 10 : Observation au microscope électronique de cellules végétatives de Bacillus
cereus(a) (Lund et Granum, 1996), des spores de Bacillus polyfermenticus(b) (Kim et al.,
2009) et de la ciliature péritriche de Bacillus subtilis(c) (Luis et al., 2009).
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4. Caracteres écologiques

Les Bacillus sont des germes de l'environnement, saprophytes et ubiquitaires ils sont
largement distribués dans I'environnement (Schleifer, 2009) grace a leurs capacités a former
des spores et grace aux capacités physiologiques et métaboliques diverses des formes
végétatives qui leur permet de vivre dans une large variété d'habitats tels que les plantes, les
sols, I'eau de mer, ainsi que de nombreux habitats extrémes tels que les sables du désert et
les sources chaudes, bien que quelques espéces soient pathogénes pour des mammiféeres
(Bacillus anthracis) et des insectes (Bacillus sphaericus et Bacillus thuringiensis). Leur
habitat principal est le sol et la rhizospheére, elles sont aussi été retrouvées dans les épiphytes
ou les endophytes des plantes (Holl et Chanway, 1992). Les techniques moléculaires
utilisées pour étudier la diversité ont montré que la majorité des bactéries Gram-positives de
différents types de sol, sont des Bacillus (Garbeva et al., 2003) qui partagent leur milieu avec
des commensaux représentant principalement les genres Pseudomonas et Actinomycetes.
Les espéces retrouvées en abondances dans les échantillons de sols sont Baciluus subtilis et

Bacillus cereus (Pérez-Garcia et al., 2011).

5. Utilisations et applications

Les membres du genre Bacillus constituent de bons candidats pour diverses applications :
agricoles, industriels, agroalimentaires et pharmaceutiques (Senesi et al., 2004). Le genre
Bacillus est le genre bactérien le plus étudié dans la recherche scientifique et le plus utilisé
en agriculture, certaines especes de Bacillus comme Bacillus subtilis (Qureshi et al., 2012)
Bacillus megaterium (Ding et al., 2005 ; Anand et Chanway, 2013), Bacillus licheniformis
(Kayasth et al., 2013), Bacillus amyloliquefaciens (Borriss, 2015) peuvent étre utilisées
comme un biofertilisant efficace dans la promotion de la croissance et I’amélioration du
rendement des cultures en augmentant I’offre ou la disponibilité de nutriments primaires a
la plante hote ou par la synthese de substances améliorant la décomposition des résidus
vegétaux. Aussi, de nombreuses recherches montrent que le genre Bacillus posséde une
grande activité dans le contréle biologique par la protection des plantes contre les maladies
liées au sol soit par I’antagonisme via la production des antibiotiques (Bacillus subtilis,
Bacillus pumilus et Bacillus Licheniformis (Cawoy et al., 2012)) et des enzymes lytiques
(Chitinases, protéases et lipases) (Bacillus cereus synthétise une enzyme chitinolytique qui
est utilisée dans le biocontrdle contre Rhizoctonia solani sp (Bouznad, 2016) et Bacillus
licheniformis (Cawoy et al., 2012)). Le biocontrdle peut aussi s’interposer par I’induction de

la résistance systémique (ISR) (L’espéce Bacillus mycoides qui induit la résistance de
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betterave a sucre (Bouznad, 2016)) ou agissent comme des phytostimulateurs par la

modification des niveaux hormonaux des plantes (LARADYJ, 2017).

En outre, les especes du genre Bacillus sont impliquées dans la production des métabolites
primaires telle que: les ribonucléosides et les vitamines (Bacillus subtilis, Bacillus
megateriun (Moore et al., 2014), Bacillus amyloliquefaciens (Byung, 2011) et Bacillus
licheniformis (VAJARANANT et FIELDS, 1989), la production des enzymes pour les
détergents, les textiles, les papiers et les aliments comme I’amylase et la protéase (Schallmey
et al., 2004) (Bacillus clausii, Bacillus amyloliquefaciens et Bacillus halodurans)
(Schallmey et al., 2004; Saeki et al., 2007), ainsi que la synthese des peptides antibactériens
utilisés dans le secteur alimentaire (Kivanc et al., 2014) a la place des additifs chimiques
(Landman et Quévrain, 2016) . Ils sont aussi utilises dans la fermentation de certains
aliments (Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis, Bacillus amyloliquefaciens) (Nguimbi, et
al., 2012), dans la détection des résidus d’antibiotiques dans le lait et les produits laitiers
(Bacillus subtilis) (Bagre et al., 2015) et certains sont susceptibles de jouer un réle de
probiotique (Vouidibio, 2016) (Bacillus clausii, Bacillus subtilis, Bacillus cereus et Bacillus
coagulans) (Ripamonti et al., 2009; Endres et al., 2011).

De plus, les Bacillus sont aussi utilisés comme modeles dans la recherche pour mieux
comprendre les processus cellulaires tels que la réplication, le cycle cellulaire, la division et
la sporulation (Graumann, 2007).

Et dans le domaine pharmaceutique, ils sont utilisés en vaccinologie, dans le diagnostic de
certaines pathologies (Bacillus subtilis) (Bouhairi, 2017) et dans la production de certains
antibiotiques utilisés a des fins médicales comme la polymyxine et la subtiline, par Bacillus
subtilis ; La gramicidine par Bacillus brevis ; la zwittermicine par Bacillus cereus ; circuline

par Bacillus circulans ; la bacitracine par Bacillus licheniformis (Awais et al., 2010).
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MATERIEL
ET
METHODES



. Matériel

1. Matériel non biologique
Durant notre stage de fin d’étude réalisé nous avons utilisé des appareils (Annexe 1), des

solutions (Annexe 2) et des milieux de culture (Annexe 3).

2. Matériel biologique

Pour la réalisation de notre étude nous avons utilisé le sol rhizosphérique collecté a partir
des racines d’orge commune (Hordeum vulgare L.) a 2 rangs de la variété locale -Aaroubi-
cultivée Ex situ sur un sol provenant de la station expérimentale de I’université des Sciences
et de la technologie, Houari Boumedienne, situé au niveau de I’Oasis d’El Menia
(30°37'00.8"N, 2°52'47.0"E), W. Ghardaia-Algérie.

La station de recherche d’El Menia (Fig. 11b) se situe a 10 km du centre ville d’El Menia
(Fig. 11a) Ex El-Golea, elle s’étend sur une superficie de 6 hectares dont seulement 3

hectares sont exploités.

Le climat ambiant de la région est de type désertique chaud (Fig. 12) (classe BWh de la
classification de Kdppen). Il se caractérise par des précipitations annuelles trés faibles
(32,Lmm/an), un air sec avec une humidité moyenne annuelle qui n’excéde pas 10%, une
moyenne annuelle des températures élevées (21,5°C), propice a une forte évaporation (EP =
1230,1 mm). L’activité agricole (Fig. 13) dépend exclusivement de I’exploitation pour
I’irrigation de 2 nappes interdépendantes d’eau souterraine dont le renouvellement est lent

et incite a une utilisation moins dispendieuse de I’eau.

La parcelle retenue pour I’étude a comme précédent cultural durant 3 mois consecutifs de
I’orge. Son sol, trés représentatif de I’ensemble de la surface de la station, est un sable
limoneux de pH alcalin, relativement riche en calcaire et salé, trés pauvre en matiere
organique et en azote (Tab. II1). Il présente une capacité au champ de seulement 24% en

accord avec sa texture et son faible contenu en matiére organique.
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Figure 11 : Vue satellitaire montrant la localisation de la région d’El Menia (a) et la station
de recherche expérimentale de I’université des sciences et de la technologie -USTHB-(b).
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Figure 12 : Représentation graphique montrant la nature du climat (Classe BWh) de la
région d’El Menia selon la classification de Koppen.

26



35000 32745

30200

30000
25000
21642
20000
15000
12000

10000 8940

5600
5000 346 3286 3286 l

, 1 B N

1962 1980 1984 1990 1995 2000 2005 2010 2012
HSup (Ha) 3146 3286 3286 5600 8940 12000 21642 30200 32745

SAU en Ha

Figure 13 : Evaluation de la superficie agricole utile (SAU) de la région d’El Menia entre
1962 et 2012 (Madr, 2015).

Tableau 111 : Caractéristiques physiques et chimiques du sol cultivé par I’orge et collecté

au niveau de I’oasis d’El Menia.

Argiles (%) 6,60 Cl- (méqg/100g) 443,75
Limons fins (%) 9,80 C (%) 0,20
Limons grossiers (%) 11,40 Matiere organique (%o) 0,34
Sables fins (%) 24,80 N (%o) 7,00
Sables grossiers (%) 47,40 P205 (ppm) 137,40
CaCO03 Total (%) 6,75 K + (Még .100 g1 0,32
HCO03 (en még/100g) 40,50 Ca ++ (Méq .100 g?) 0,32
pH 8,62 Mg ++ (Méq .100 g?) 0,03
CE saturée (mmhos/cm) 5,60 Capacité au champ (%) 24

Na+ (Méq.100g?) 2,72

27



1. Méthodes

1. Mise en place du dispositif expérimental
Pour I’isolement des bactéries rhizosphériques associées aux plantules de I’orge commune,

nous avons mené en place un dispositif expérimental dans les conditions de laboratoire.

1.1. Stérilisation de la surface des graines

La surface des graines a éte stérilisée par une immersion dans de I’alcool 75° pendant 30s
suivie d’une immersion durant 5 mn et sous agitation dans de I’hypochlorite de calcium
(CaCl202) a 5,25% additionnée de 0,05% de Silwet L77 puis rincées avec de I’eau distillée
stérile. La vérification de I’efficacité du protocole de sterilisation utilisé a été effectuée par
I”inoculation des graines d’orge traitée en raison de 5 graines par boite de Petri contenant le
milieu de culture TSA1/10 (Annexe. 3). Aprés une incubation a 25+2°C pendant 48h, une

vérification de I’absence ou la présence d’une croissance bactérienne a été effectué.

Les graines a surface stérile ont été mises a germer pendant 3-4 Jours, les graines qui ont
présenté la méme longueur des radicules ont été choisies pour étre transplantées dans les

pots en raison de 10 graines par pot.

1.2. Préparation du sol

Nous avons utilisé pour notre culture deux types de sol, un sol support et un sol inoculum,
le sol support est un sol non cultivé provenant de la station de recherche de la FSB-USTHB-
a El Menia. Le sol non cultivé a été tamisé a 2 mm et stérilisé par autoclave pendant une
heure a 120°C, trois fois de suite, entrecoupées par un séjour de 48h a 25°C. Ce traitement
est destiné a éliminer la microflore endogene, en particulier les champignons et d’éventuelles

bactéries.

Le sol inoculum est un sol provenant d’une parcelle cultivée par I’orge pendant 3 mois au
niveau de la station de recherche d’EIl Menia. Il est considéré comme inoculum car il contient

les microorganismes déja sous I’influence de plantes sujette d’étude.

1.3. Conditions de culture
30 pots en plastique (500 ml de volume) ont été remplis avec un mélange du sol cultivé par
I’orge et un sol non cultivé préalablement stérilisé en raison d’une ration de 1:9. Puis 10

semis ont eté placés dans chaque pot.
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Les pots ont été arrosés une premiere fois avec la solution nutritive Fareus (Annexe 2)
jusqu’au avoir un 100 % de la capacité de rétention en eau du sol. lls ont été laissés a ressuyé
toute une nuit puis pesés en notant leur poids et ont été par la suite irrigués avec I’eau distillée
stérile quotidiennement afin d’avoir une humidité du sol stable a 70% de la capacité de

rétention en eau du sol.

Les 30 pots ont été placés dans une chambre de culture (NK-SYSTEM NC-411HH) réglée
a 22°C, une humidité de 10% et un éclairement de 50.000 lux (650 umolms?) avec une
photopériode de 16h de jour et 8h de nuit. L’ensemble de ces critéres est semblable aux
conditions de culture au niveau de la région d’El Menia.

1.4. Echantillonnage

Apreés 28 jours de culture, le temps necessaire pour I’obtention d’un systéme racinaire bien
développé, le contenu de chaque pot a été déposé délicatement, les plants d’orge ont été
recueillis précautionneusement un a un en évitant d’endommager leur systéme racinaire et

de perdre le sol qui adhére a leurs racines et placés dans des sacs en polyéthyléne stériles.

Les racines des plantes ont été coupées et placees dans des tubes Corning contenant 25 ml
d’une solution tampon phosphate (Annexe 2) additionnée de 200ul.L™* de Silwet L77 (PBS).
Aprés homogénéisation a I’aide d’un vortex pendant 15 sec, 1 ml de la suspension a été
déposées dans des cryotubes contenant 1 ml de glycérol 80%. C’est a partir de ce stock que

nous avons réalisé nos isolements du sol rhizosphérique (SR).

2. Dénombrement et isolement de la microflore bactérienne totale

50ul de la suspension 107 obtenue par une série de dilution décimale d’une solution mére
du sol rhizosphérique a été ensemencé sur des boites de Petri contenant du TSA 1/10
(Annexe. 3).

Le dénombrement de la microflore bactérienne totale a été réalisé apres 24-48h d’incubation
a 25°C, en multipliant le nombre des colonies comptées (x) par le facteur de dilution (1/d)
et par I’inverse du volume ensemencé (V), selon la loi de Kass. Le nombre total des bactéries
(N) dans I’échantillon de départ est exprimé par UFC/ml.

A partir des colonies formées une série de repiquages a été effectuée suivant la méthode des

stries d’épuisement jusqu’a I’obtention de cultures pures.
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3. Sélection et identification du genre Bacillus

Pour la sélection du genre Bacillus uniqguement, un prétraitement thermique a été réalisé,
afin de sélectionner la flore sporulée et d’éliminer toutes les formes végétatives (Vinter,
1987). Les
isolats ont été ensemences dans des tubes a essai contenant un milieu liquide TSB (Bouillon
Trypticase Soja) (Annexe. 3) puits incubés a 25°C sous agitation 150 rpm pendant 24h.
Apreés I’incubation, un chauffage dans un bain marie & 80°C pendant une heure a été réalise
suivi d’un ensemencement sur un milieu TSA 1/10 et une incubation a 25°C pendant 24 a
48h.

L’appartenance des bactéries isolées par traitement thermique au genre Bacillus a été
confirmée par quatre tests préliminaires qui sont suffisants selon Gordon et al (1973) et
Claus et Berkely (1986b) :

- La réaction positive a la coloration de Gram.

- La visualisation de I’endospore par observation microscopique, grace a sa réfringence a
la lumiere.

- La mobilité a I’état vital.

- La catalase positive.

4. Caractérisation phénotypique
4.1. Caractérisation morphologique

4.1.1. Etude macroscopique

Les colonies obtenues aprés ensemencement en stries sur milieu solide TSA1/10 aprés une
incubation a 28 C° pendant 24h ont été observées a I’ceil nu. L’étude macroscopique permet
d’effectuer une premiére caractérisation, avec une orientation possible des résultats au cours
de I’identification, elle est basee sur les éléments d’identification donnés par Joffin et Leyral
(2006) : la forme, la taille, I’opacité, I’élévation et I’aspect de contour et de surface.

L’aspect des colonies dépend du milieu utilisé, de la durée et de la température d’incubation.
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4.1.2. Etude microscopique
L’observation microscopique a été réalisée a I’état frais et fixée.
» Examen a I’état frai
L’observation a I’état frais permet d’explorer la mobilité des cellules bactériennes et le mode

de groupement et de faire une approche de leur morphologie (Bousseboua, 2002).

Une petite goutte d’eau physiologique stérile (Annexe. 2) a été déposée au centre d’une lame
stérile, puis une partie d’une colonie bactérienne pure en phase de croissance (24 h) a été
prélevée par I’anse flambée et dissociée dans la goutte, une lamelle stérile a été ensuite
appliquée sur la goutte en évitant la formation des bulles d’air. L’observation microscopique
a ete realiseée a I’objectif X40 (Joffin et Leyral, 2005).

» Coloration de Gram

La coloration de Gram est une coloration différentielle de base permet de distinguer deux
grands groupes bactériens en fonction de la composition de leurs parois et de leurs affinités
aux différents colorants : des bactéries a Gram positifs colorées en violette et a Gram négatifs
en rose, et elle permet aussi de déterminer la forme, la taille, I’arrangement, la nature
biochimique de la paroi des cellules bactériennes, la vérification de la pureté de I’isolat et
permet de visualiser les endospores bactériennes, leurs formes et leurs positionnements.

La coloration de Gram a été réalisée selon la méthode de Hans Christian Gram (1884).

A partir des souches jeunes et pures, un frottis fixé a la chaleur a été réalisé puis recouvert
par le violet de Gentiane (Annexe. 2) pendant une minute, il a été ensuite rincé a I’eau
distillée et traité pendant une minute par une solution de Lugol (Annexe. 2), et de nouveau
rincé a I’eau distillée. Le frottis a été ensuite décoloré avec de I’éthanol 95% pendant 15 a
30 secondes, a ce stade, les cellules Gram négatives seront incolores et les cellules Gram
positives violettes, puis rincé a I’eau distillée. Ensuite, une contre coloration de 30 secondes
a la fuchsine (Annexe. 2) a eté réalisée pour colorer les cellules Gram négative présentes.
Aprés un bref ringage, le frottis a été seché au buvard ou au-dessus de la flamme d’un bec
Bunsen, puis examiné sous microscope optique aux grossissements X40 et X100 aprés

I’ajout de I’huile a immersion.
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4.2. Caractérisation biochimique

Pour la caractérisation biochimique des Bacillus, plusieurs tests ont été effectués. 1l s’agissait
des tests de la catalase, de I’oxydase et de I’ONPG.

4.2.1. Test de catalase

La catalase est une enzyme antioxydante présente chez la plupart des bactéries aérobies
strictes et anaérobies facultatifs. Elle empéche I’accumulation de I’eau oxygénée (H202)
dans la cellule bactérienne dont I’action serait létale. Elle décompose I’eau oxygénée en eau

et en oxygene selon la réaction : H202—H20 + 2 O2.

Le test consiste a déposer sur une lame propre et séche une goutte d’eau oxygénée, dans
laquelle un petit prélevement d’une colonie bactérienne jeune a été dissocié a I’aide d’une
pipette Pasteur boutonnée. Un résultat positif se traduit par un dégagement immédiat de
bulles de gaz (O2) (Meyer et al., 2004).

4.2.2. Test d’oxydase
L’oxydase ou cytochrome oxydase est une enzyme (phénylene diamine oxydase) présente

dans certaines chaines respiratoires cytochromiques bactériennes.

Le test consiste a mettre sur une boite de Pétri, un disque pré-imprégné d’un réactif incolore
(la NN-diméthyl-paraphényléne diamine) et I’imbiber avec de I’eau physiologique stérile,
ensuite une colonie jeune et pure a été prélevée avec une pipette Pasteur bouclée, et déposée
sur le disque. Une réaction positive se traduit par I’apparition d’une coloration violette aprés

quelques secondes (Joffin et Leyral, 2006).

4.2.3. Recherche de la B-galactosidase (Test d’ONPG)

Ce test est destiné a la révélation de la  -galactosidase, enzyme nécessaire au métabolisme
du lactose (Lowe, 1960 ; Le minor et Ben hamida, 1962).

Pour la réalisation de ce test, un disque imprégné d’Ortho-Nitro-phényl-p-Galactoside
(ONPG) a éte placé dans un tube a essai contenant une suspension dense des bactéries testées
en eau distillée stérile, puis incubée pendant 15 a 20 minutes et jusqu’a 24 heures si
nécessaire. Un résultat positif se traduit par I’apparition d’une couleur jaune qui indique

I’hydrolyse de I’ONPG et donc la présence d’une B-galactosidase (Joffin et Leyral, 2006).
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4.3. Caractérisation physiologique

L’identification physiologique des souches a été mise en évidence par I’étude des critéres
suivants : Tolérance a la tempeérature, pH, salinité et stress hydrique.

La tolérance a la température a été réalisée sur des boites de pétri alors que les autres
parametres ont été effectués dans des microplaques de titration a 96 puits. Pour la préparation
de ces plaques 150 pl de milieu TSA1/10 semi solide (Annexe. 3) ont été déposeés dans
chacun des puits et additionné de bleu de bromothymol (Annexe. 2) qui est un indicateur de
pH pour faciliter la lecture, ensuite les puits ont été ensemencés par piqure central et incubés
a 25°C pendant 24h. La lecture a été effectuée par une comparaison a des puits non
ensemencés, un virage de la couleur au jaune (souches acidifiantes) ou vers le vert (souches
alcalinisantes) signifie la croissance des bactéries mais, dans le cas ou il n’y a pas un
changement de couleur, les puits ont été observés a I’eeil nu pour déceler un trouble ou un
développement de petites colonies indicatrices d'une croissance bactérienne qui montre la
résistance de la bactérie.

4.3.1. Température

L’évaluation de I’effet de la température sur la croissance des isolats sélectionnés a été
effectuée par I’incubation des souches ensemencées sur milieu TSA 1/10 (Annexe. 3)
pendant 48 heures a différentes températures 4°C, 25°C, 40°C et a 60°C.

4.3.2. pH

L’influence du pH sur la croissance des bactéries a été réalisée par une série d’essais sur le
milieu TSA 1/10 (Annexe. 3) ajusté par I’addition de HCI 1% et du KOH 1% pour obtenir
quatre valeurs de pH 2, 7, 10 et 14.

4.3.3. La salinité

L’effet de la concentration en NaCl sur la croissance des souches a eté déterminé par la
culture sur milieu TSA1/10 semi solide (Annexe. 3) additionné de NaCl et KCI pour avoir
différentes concentrations 100mM, 200mM, 300mM, 400mM, 500mM et 1M.

4.3.4. Stress hydrique

Pour induire les différents niveaux de stress hydrique testés, des solutions de PEG a des
concentrations croissantes (PEG : 15¢/L, 30g/L, 45g/L et 60g/L) ont été additionnées au
milieu TSA1/10 semi solide (Annexe. 3) afin de déterminer la tolérante au déficit hydrique

de nos isolats.
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4.4, Caractérisation métabolique

4.4.1. Fixation d’azote atmosphérique

La recherche des souches fixatrices d’azote atmosphérique a été réalisée par ensemencement
en stries des isolats d’une culture fraiche agée de 24 h sur le milieu exempt d’azote JENSEN
(Annexe. 3), les boites ensemencées ont été incubée a 28 + 2 ° C pendant 4 jours. La capacité
des bactéries a fixer I’azote se traduit par la dégradation du milieu (Thompson, 1989).
4.4.2. Solubilisation des Phosphates

La solubilisation des phosphates inorganiques a été déterminée sur le milieu NBRIP
(Annexe. 3), (National Botanical Research Institut’s Phosphate), contenant 0,5% du
phosphate tricalcique (Ca3(PO4)2) comme seule source de phosphate insoluble (Nautiyal,
1999).

Les isolats bactériens frais et agés de 24h, ont été ensemencées par spot sur la surface du
milieu NBRIP (Annexe. 3) a raison de cing souches par boite de Pétri, puis incubées a 30 °C
pendent 14 j. Un résultat positif se traduit par I’apparition d’un halo clair autour des colonies
(Sagervanshi et al., 2012). Selon le diameétre d’halo, Goldstein (2000) a démontré que la
capacité de la solubilisation des phosphates est classée en 3 catégories, la premiere catégorie
décrite comme faible (diametre 0.5-2 mm), la deuxieme comme modérée (3-10 mm) et la
troisieme comme forte (11-21 mm).

L’estimation de I’activité de solubilisation a été déterminée par le calcul de I’indice de
solubilisation des phosphates (ISP) calculé selon la formule suivante (Sitepu et al., 2007) :

Diamétre de la colonie+ diamétre de la zone claire

51

Le diamétre de la colonie

4.4.3. Solubilisation des Potassiums

La capacité des souches a solubiliser les potassiums a été évaluée sur le milieu de culture
Aleksandrov (Annexe. 3) donné par Shanware et al., (2014), additionné de 0.1% du source
de potassium insoluble (ex : mica). Les souches ont été ensemenceées par spot sur la surface
du milieu puis incubées a 28 + 2 °C pendant 3-4 jours. Un résultat positif se traduit par
I’apparition d’un halo clair autour des colonies.

L’indice de solubilisation des potassiums a été calculé selon la formule suivante (Sadiq et
al., 2014) :
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S| Diametre de la colonie+ diametre de la zone clairey100

Le diameétre de la colonie

4.5. Caractérisation enzymatique

Certaines enzymes produites par les bactéries du sol (cellulase, amylase, protéase etc.) jouent
un role important dans la dégradation de la matiére organique dans le sol en participant a sa
fertilité et a la disponibilité des éléments minéraux nécessaires pour la nutrition des plantes.
Les différentes activités enzymatiques des souches microbiennes sélectionnées ont été mises
en évidence par I’utilisation des milieux spécifiques contenant le substrat a dégrader. (Ariffin
et al., 2006).

45.1. Amylase

Afin de mettre en évidence la capacité des souches a dégrader I’amidon, un test a été réalisé
sur un milieu TSA1/10 a 1% d’amidon (Annexe. 3). Les souches ont été ensemencées par
spot et incubées a 25°C pendant 5 jours. Apres I’apparition des colonies, une solution de
Lugol (Annexe. 2) a été éparpillée sur toute la surface du milieu et apres quelques minutes
de contact, I’exces a été éliminé. L’hydrolyse a été mise en évidence par I’apparition d’une
zone claire autour des colonies a I’inverse, les zones contenant de I’amidon se colorent en
bleu noiratre (De Vos et al., 2009).

4.5.2. Protéase

Les proteases jouent un réle important dans la minéralisation de I’azote dans le sol, et donc
contribue a la disponibilité de I’azote (Stevenson, 1986) qui est nécessaire pour la croissance
des plantes. L activité protéasique peut influencer indirectement la synthese des auxines en
libérant les acides aminés comme le tryptophane qui est le précurseur de la synthése de I’AIA
et d’autres substances appariées (Mansour et al., 1994).

La révélation de I’activité protéasique des isolats a été déterminée par ensemencement par
spot des bactéries sur un milieu de culture additionné de lait écrémé (Annexe. 3). Apres 48
h d’incubation a 28°C, I’apparition d’un halo transparent autour des colonies refléte la
présence d’une activité hydrolytique protéolytique (Bach et Munch, 2000).
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4.5.3. Cellulase

Pour révéler I’activité cellulasique, des boites contenant un milieu de Carder (Annexe. 3)
additionné de CMC (carboxy-méthyl cellulose, un dérivé de cellulose soluble, dégradable)
comme seule source de carbone (Johnsen et Krause, 2014) ont été ensemencées par spot puis
incubées pendant 8 jours a 30°C (Carrim et al., 2006). Aprés I’incubation, une solution
aqueuse de rouge Congo (1%) (Annexe. 2) a été ajoutée a la surface des colonies. Apres 20
minutes, la surface est inondée avec 1M de NaCl puis conservée une nuit a 5°C. Un résultat

positif se traduit par I’apparition d’un halo clair entourant les colonies bactériennes.

4.5.4. Uréase

L'uréase est une enzyme responsable de I'hydrolyse de l'urée pour produire le CO2 et
I’ammoniac (NH3), ce qui augmente la disponibilité de I’azote pour les plantes (Byrnes et
Amberger, 1988). Elle est utilisée comme indicateur de la qualité du sol, car sa concentration
est en fonction du taux de la matiere organique (Martinez-Salgado et al., 2010).

L activité uréasique a été déterminée par ensemencement par spot des souches sur un milieu
préparé a base de la peptone (Annexe. 3). Aprés 48h d’incubation a 37°C, la production de
I’uréase par les isolats a été décelée par I’apparition d’un halo rose autour des colonies
(Christensen, 1946).

4.5.5. Lipase

Le milieu décrit par Sierra (1957) (Annexe. 3) a été utilisé pour détecter la production des
enzymes lipolytiques dans lequel le tween 80 a été ajouté comme substrat lipidique. Aprés
ensemencement des souches par spot, les boites ont été incubées a 25C° pendant 48h.  La
présence d’une activité se traduit par I’apparition d’un halo clair autour des colonies (Carrim
et al, 2006).

4.5.6. Gélatinase

Le test a été effectué pour déterminer la capacité des micro-organismes a produire I'enzyme
gélatinase (Aneja, 2003). Les cultures en croissance active (agées de 18 a 24 h) ont éte
inoculées par piqure centrale dans des tubes contenant un milieu a base de gélatine (Annexe.
3) puis incubées a 25°C pendant 15 jours. Apres incubation les tubes ont été placés dans un
bain de glace ou un refrigérateur (4 ° C) pendant 15-30 minutes, les cultures qui produisent
de la gélatinase restent liquéfiées méme apres passage au froid tandis que d'autres en raison

de la présence de gélatine deviennent solides.
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RESULTATS
ET
DISCUSSION



1. Densité de la flore bactérienne rhizosphérique totale

Le dénombrement de la microflore totale des bactéries cultivable de la rhizosphére de I’orge
a été effectué apres une incubation de 48h a 25°C de nos boites (Fig. 14). Nous avons
dénombré 484 colonies, que soit I’équivalent de 986.10° UFC.mL* (5.98 LogUFC.ml%).

La densité bactérienne trouvée dans notre sol rhizosphérique est jugée comme étant faible
par comparaison au nombre des communautés bactériennes cultivables dans 1 g de sol
rhizosphérique qui peut arriver a 10° bactéries (Hoorman et Islam, 2010). Cette comparaison
reste injuste car il faut prendre un ensemble des facteurs qui peuvent influencer la densité
bactérienne d’un sol rhizosphérique tels que, le genre de la plante, la nature des rhizodépdts
(Badri et al., 2013), la nature du sol, le climat de la région (Karimi et al., 2018) et la

communauté microbienne du sol (Finnegan, 2005).

La densité bactérienne rhizosphérique de nos plantules d’orge est dans les normes. Une étude
réalisée par Hardoim et al (2012) a trouvé que le nombre des bactéries isolées a partir d’un
sol provenant d’une zone aride est toujours faible en raison de la pauvreté en matiére
organique au niveau de ces zones.

Cette densité relativement faible peut avoir aussi une explication technique. La durée
d’incubation préconisée pour nos boites (24-48 h) ne permet que la détection des colonies a
croissance rapide (Dar, 2009) et par conséquent la négligence des bactéries a croissance

lente.

Figure 14 : Morphologie générale des colonies obtenues apres isolement (a) et aprés
purification (b) sur TSA 1/10.
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2. Isolement des bactéries du genre Bacillus

La sélection des bactéries appartenant au genre Bacillus a partir de notre souchier a été
réalisée en se basant sur trois critéres caractérisant ce genre, il s’agit de la réaction positive
lors de la coloration de Gram, la forme bacilles avec la présence des endospores et la

croissance des colonies aprés un choc thermique.

L’ensemble des colonies obtenues ont été soumises a une coloration de Gram, seulement 28
colonies ont présenté une coloration violette (Fig. 15) et par conséquent ont été considérées

comme des bactéries Gram positive (Cappuccino et Welsh, 2017).

24 isolats sur les 28 colonies Gram positive ont montré une forme bacillaire (Fig. 15a). Les

4 restants ont révélé une forme coccobacillaire (Fig. 15b).

La majorité des isolats sous une observation microscopique ont montré un mode de
regroupement isolé (Fig. 16a), mais certaines ont présenté un mode de regroupement
diplobacilles (Fig. 16b) et / ou regroupés en courte chaine (Fig. 16c).

L’observation microscopique des cellules bactériennes a montré que 21 des isolats possédent
des endospores non déformantes en position centrale (Fig. 17a), subterminale (Fig. 17b) ou
terminale (Fig. 17c¢) dans le corps bactérien (Fig. 18).

L’ensemble de nos résultats et observations sont similaires avec celles décrites dans le
Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology et avec les travaux de Wafula et al (2014);
Demirkan et al (2014) et Mebarki et Benakli (2018) qui ont montré que les souches du genre

Bacillus ont une forme de bacille, Gram positif et forment des spores non déformantes.

La prolifération sur milieu TSA 1/10 des isolats Gram+ aprés un traitement thermique de
80°C pendant 60 min nous a permis de dire que I’ensemble de ces isolats sont considéres
comme étant des thermorésistants. D’apres Cazemier et al (2001), la résistance aux fortes
températures serait due a trois facteurs principaux, la déshydratation du protoplaste, la
minéralisation et I’adaptation thermique. Les deux derniers facteurs induisant une
augmentation de la deshydratation, c’est celle-ci qui serait a I’origine de la thermorésistance
des spores (Sugiyama, 1951). La sporulation est une caractéristique principale des bactéries

appartenant au genre Bacillus (Vinter, 1987)
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Figure 15 : Observation microscopique a un grossissement x 100 apres la coloration de
Gram de nos isolats.

A : Forme bacillaire, B : Forme coccobacillaire.

(a) , = (b) ; (c)

Figure 16 : Observation microscopique a un grossissement x100 de différents modes de

regroupement.

(@) : Isolées, (b) : Diplobacilles, (c) : Courte chaine
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Figure 17 : Observation microscopique de la position des endospores aprés la coloration

de Gram Gx100 a immersion.
(a) : Endospore en position centrale, (b) : Endospore en position subterminale, (c) : Endospore en

position terminale.

16
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10

Nombre des isolats
[o¢]

0 [ ]

E.C E.S ET N.T

Figure 18 : Classification des isolats selon la position des endospores.
E.C. Endospore Centrale- E.S. Endospore Subterminale- E.T. Endospore Terminale- N.T. Non

trouvé.
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3. Etude phénotypique

La caractérisation phénotypique traditionnelle est toujours admise comme étape primordiale
pour I’identification et la séparation des bactéries nouvellement isolées. Ainsi, ces approches
d’ordre fondamental et pratique permettent la détermination d’une inoculation efficace et
bénéfique pour les plantes hotes. Plusieurs critéres phénotypiques ont été retenus pour cette

étude afin de mieux caractériser les isolats appartenant au genre Bacillus.
3.1. Caractérisation morphologique
3.1.1. Caractérisation macroscopique

Les isolats forment sur le milieu TSA1/10 des colonies visibles a I’ceil nu aprés 18-24h
d’incubation a 28°C, leur taux de croissance est donc peu variable et considéré comme rapide
(Shafi et al., 2017).

L’observation des caractéres culturaux des colonies bactériennes obtenues (Tab. 1V) a été
déterminée selon les critéres de base (la taille, la forme, I’opacité, la couleur, I’aspect et

consistance) décrits par Joffin et Leyral (2006).

L’allure de nos colonies bactériennes va du régulier a I’irrégulier et a élévation convexe, de
couleur beige ou blanchatre et ne montrent pas de pigmentation ou de fluorescence naturelle.
Certaines colonies sont crémeuses alors que d’autres sont visqueuses, elles présentent un
aspect lisse ou rugueux et une opacité variée entre opaque, transparente et translucide (Fig.
19) et qui peut avoir une relation avec I'excrétion de polysaccharides (exopolysaccharides
ou EPS) (Bertin et al., 2013).

La taille des colonies formées par nos souches sur le milieu TSA apres 18-24h d’incubation
a 28°C est considérée comme petite (1-2mm), un seul isolat (D11) a montré une taille

moyenne de 3-4 mm (Tab. IV).

L ensemble de ses criteres nous a permis de distinguer 14 morphotypes différents (Fig. 20).
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3.1.2. Caractérisation microscopique

Les observations microscopiques réalisées sur des cellules vivantes non colorées a un
grossissement de X40 ont montré que nos isolats sont mobiles. L’observation sous
microscope du mouvement des cellules suggére que certaines souches déplacent en
empruntant une direction precise et présenteraient donc une flagellation unique ou multiple
a insertion polaire. D’autres au contraire se déplacent de maniére erratique. Ces résultats

sont conformes avec celle décrit dans le Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology et dans

la Santé publique Angleterre pour I’identification des especes de Bacillus (2018) et avec les
travaux de Prescott (2002) et de Foysal et Lisa (2018).

Figure 19 : Aspect macroscopique des colonies obtenues sur gélose TSA 1/10 apreés 24h
d’incubation a 28°C.
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M1 : N6 M2 : N1

M4 - D17 M6 : N24

M9 : DH17 M10 : D1

Figure 20 : Aspect macroscopique des colonies obtenues sur gélose TSA 1/10 apres 24h
d’incubation a 28°C (M : Morphotype , les souches : N6, N1, D17, N24, DH17, D1).
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Tableau IV : Aspects macroscopiques des isolats sur gélose TSA1/10 apres 24 h d’incubation a 28 °C.

Morphotypes Isolats Forme Taille Couleur Opacité Consistance Aspect
M1 NG Ronde Grande Blanchatre Opaque et Crémeuse Lisse
translucide
M2 N1,D6, Ronde Petite Beige Opaque ou Visqueuse Lisse
NH5,DH8 translucide
M3 N16,D5,DH5,  Ronde Petite Beige Opaque ou Crémeuse Lisse
DH7 transparente
M4 D17,NH2,NH3 Ronde Petite Beige Opaque ou Crémeuse Lisse ou
translucide Rugueuse
M5 DH45 Ronde Moyenne Beige Opaque Crémeuse Lisse
M6 N24,NH1,NH4 Ronde Petite Beige Opaque ou Crémeuse/ Rugueuse
transparente visqueuse
M7 NH43, NH79 Ronde Fine Beige Translucide Crémeuse Lisse
M8 NH51 Ronde Petite Beige Opaque Crémeuse Rugueuse
M9 DH17 Ronde Moyenne Blanchatre Opaque Crémeuse Lisse
M10 D1 Ronde Moyenne Beige Translucide Crémeuse Lisse
M11 D19, D11,D20, Ronde Moyenne Beige Opaque ou Visqueuse Rugueuse
D4 transparente
M12 D7 Ronde Fine Beige Translucide Crémeuse Lisse
M13 D8 Irréguliére Moyenne Beige Translucide Crémeuse Lisse
M14 D30 Ronde Petite Beige Opaque Crémeuse Lisse
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3.2. Caractérisation biochimique

3.2.1. Catalase

Les résultats obtenus du test catalase ont montré que la totalité de nos souches sont révélées
positive donc la totalité de nos souches se sont des aéro-anérobies facultatives. Un résultat
positif pour le test catalase se traduit par un dégagement gazeux. Le degagement gazeux est
expliqué par la présence de la catalase, I’enzyme responsable de la dégradation du peroxyde
d’hydrogéne (H.0,) (Fig. 21a).

Cette capacité participe a la confirmation de I’affiliation a priori de ces isolats aux bactéries
du genre Bacillus. Des résultats similaires ont eté obtenus par Demirkan et al (2014) ; Avsar
etal (2017), Verma et al (2018) et Bouras (2018) sur des rhizobactéries appartenant au genre
Bacillus qui sont des catalase positive. De plus, plusieurs bactéries de différents genres et
qui ont été isolées a partir du sol ou d’un sol rhizosphérique des régions arides a semi arides
ont montré une catalase positive. En effet, I’enzyme catalase est considérée comme un
moyen de survie dans les sols salins (Kim et al., 2005) (Neelam, 2013) et aussi comme un
moyen de protection des cellules contre le stress oxydatif (Ravarapu et Padmavathi, 2016),
deux types de stress tres fréquents dans la région d’El Goléa, issus de la jonction d’un coté
de la salinité a la fois du sol et de I’eau d’irrigation (BAIZE, 2000) et d’un autre c6té du
mangue d’eau disponible au niveau du systeme racinaire des plantes. Aussi, les températures
élevées de ces régions conduisant a des fortes taux d’évaporation, la nature sableuse et
perméable du sol (Chinnusamy et al., 2004), permet des pertes énormes d’eau par
percolation (Nassah et al., 2018).

3.2.2. Oxydase
Le test oxydase permet de mettre en évidence la capacité d’une bactérie a produire le
cytochrome oxydase, qui est une enzyme intervenant a la fin de la chaine respiratoire pour

catalyser la fixation de I’hydrogene et des électrons sur I’oxygéne (Joffin et Leyral, 2006).

Les résultats obtenus ont montré que la majorité de nos isolats, soit 27 isolats ont révélé une
réponse positive traduite par I’apparition d’une couleur violette foncée sur le disque
d’oxydase. Seul I’isolat D8 qui a montré I’absence du virage de la couleur du disque (Figure.
21b).

Le Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology indique que les Bacillus sont soit oxydase

positive ou négative. Cette constatation a été prouvée par les travaux d’Ait Belkacem et
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Belgrade (2017) et Abe et al (2018) qui ont rapporté que certaines souches du genre Bacillus
ont enregistré une oxydase positive, tandis que d’autres étaient négatives. Ceci nous laisse

dire que I’isolat D8 peut étre une Bacillus malgré sa réaction négative au test oxydase.

Les travaux d’Oren (2002) ont montré que la majorité des bactéries aérobies membres de la
famille des Bacillaceae généralement montrent la présence d’une cytochrome oxydase.
Aussi une analyse de cytochrome oxydase realisée par Liu et Jurtshuk (1986) sur 342
souches appartenant au genre Bacillus indique que la majorité des souches sont oxydase
positive. Ces travaux confirment nos résultats et nous laisse dire que nos 27 isolats sont des

bactéries aérobies.

3.2.3. Recherche de la p-galactosidase

L'orthonitrophényl-p-d-galactoside est un analogue incolore du lactose, peut servir de
substrat pour l'induction de la synthése de la P galactosidase par les bactéries. En tant
qu'inducteur, il est hydrolysé en B-D-galactose (incolore) et un ion nitrophénolate jaune
(Cappuccino et Welsh, 2017).

Les résultats obtenus ont montré que sur nos 28 isolats, seulement 7 ont montré un
changement de couleur de milieu vers le jaune (Figure. 21c), il s’agit de : N24, N16, D8,
NH2, NH3, NH43, NH1. Ces isolats sont considérés comme capables d’hydrolyser I’ONPG
donc possédant 1I’enzyme B-galactosidase. 1l a été observé aussi que les souches N16, NH3

manifestent une coloration jaune plus foncée que les autres.

Nos résultats sont similaires avec les travaux d’Ait Belkacem et Belgrade (2017) qui ont
rapporté que la majorité des souches du genre Bacillus isolées a partir de la rhizosphere de
trois plantes cultivées (nefle, orge et pomme de terre), dans la région de Boumerdes
(Alliliguia) sont des ONPG négatifs. Aussi, les travaux de Bouras (2018) ont montré que la

réaction des bactéries du genre Bacillus varie selon I’espéce.

La différence dans I’intensité de la couleur jaune chez les souches révélées ONPG (+) est
bien illustrée par I’étude de Logan et Berkeley (1984) qui montrent les différents
pourcentages de résultats positifs de test ONPG réalisé sur nombreuses espéces de genre
Bacillus, donc selon cette étude on peut classer les deux souches N16, NH3 comme fort
hydrolysent par rapport aux autres souches ONPG +.
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Figure 21 : Résultats des tests biochimiques (a) : Test catalase ; (b) Test oxydase (Un
résultat positif se traduit par I’apparition d’une couleur violette sur le disque. 7 : Isolat D17.17 :
Isolat NH3. 18 : Isolat NH43); (c): Test ONPG.

3.3. Caractérisation métabolique

3.3.1. Fixation d’azote

L’azote est considéré comme un élément nutritif clé dans la production de cultures agricoles
et I’un des principaux constituants des protéines, des acides nucléiques et des autres
composants cellulaires essentiels (Martinez-Vivero et al., 2010). La fixation d’azote
moléculaire est considérée comme I’un des principaux mécanismes par lequel la plante
bénéficie de I’association microbienne, et elle constitue une source majeure de I’azote pour
les plantes dans le cadre d’une pratique agricole respectueuse de I’environnement (Cakmakci
et al., 2006).

La mise en évidence de la fixation de I’azote atmosphérique chez nos isolats a été démontrée
par la capacité de ces isolats a se développer sur un milieu dépourvu d’une source d’azote
assimilable (Fig. 22). Nos résultats ont montré que sur les 28 souches de Bacillus, 5

seulement soit un pourcentage de 18% ont été capables de fixer I’azote atmosphérique. Il
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s’agit de N6, N24, NH79, DH17, DH5. Etant donné que la capacité de fixer I’azote n'est pas
un trait caractéristique des Bacillus (Addison et al., 2010), il est normal que tres peu de nos
isolats démontrent la capacité de fixer I'azote. En effet, des recherches réalisées par Wahab
(1975) et Satapute et al (2012) ont trouvé que parmi les 25 isolats obtenus, seuls 5 isolats
(20%) sont capables de fixer I’azote sur un milieu dépourvu de I’azote. La capacité a fixer
I’azote peut étre mesurée par I’activité nitrogénase existante chez des Bacillus et des

Peanibacillus (Guemouri-Athmani et al., 2000)

Parmi les cing isolats fixateurs d’azote, 3 isolats (N6, N24, DH5) ont une forte capacité
fixatrice d’azote (Fig. 22 a, b). La forte ou faible capacité a eté mise en évidence par la taille

de I’halo développé autour de la colonie (Karagoz et al., 2018).

Les bactéries possédant la nitrogénase et par conséquent capables de fixer I’azote
atmosphérique sont dites diazotrophiques (Franche et al., 2009 ; Santi et al., 2013). Elles
interviennent dans la nutrition azotée des plantes par I’assurance de la disponibilité de I’azote
assimilable en échange avec le carbone libéré sous forme d'exsudats racinaires, cela constitue
un avantage majeur pour les plantes. De nombreux travaux (Ding et al., 2005) ont rapporté
sur l'application de diazotrophes libres, telles que les Bacillus dans I’augmentation des
rendements accrus de diverses cultures et I’absorption élevée des éléments tels que le

phosphore et I'azote dans les plantes inoculées (Araujo, 2008).

Figure 22 : La capacité de nos isolats a fixer I’azote atmosphérique.

(@) et (b) : Isolats avec forte capacité de fixation d’azote. (c) : Isolats avec faible capacité de
fixation d’azote.
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3.3.2. Solubilisation des phosphates

Le phosphore, avec I’azote et le potassium sont des trois éléments nutritifs majeurs pour la
croissance des végétaux. Il est impliqué dans les premiers stades de développement de la
plante, il joue un role primordial dans la croissance racinaire, dans la rigidité des tissus, ou
encore dans la formation des inflorescences et des fruits. Il est aussi essentiel dans la

synthese de la matiere vivante végétale qui permet aux plantes de se nourrir.

Malgreé sa teneur relativement importante dans le sol, tout le phosphore n’est pas présent
sous une forme assimilable pour les plantes. En effet, les plantes sont uniquement capables
d’assimiler le phosphore sous ses formes H2PO4!~ et HPO4?~ (Nautiyal, 1999). La présence
du phosphate en faible concentration limite considérablement la croissance des racines, le
processus de photosynthése, la translocation des sucres et la fixation de I’azote par les
Iégumineuses (Olivera et al., 2004). Dans les sols agricoles, la dissolution des phosphates

inorganiques est étroitement liée a I’activité des microorganismes (Richardson, 2001).

L’étude qualitative de la solubilisation des phosphates inorganiques (Cas(PO4)) par nos
isolats a été effectuée sur le milieu de culture gelosé NBRIP et a été mise en évidence par la

présence d’un halo autour de la colonie.

Nos observations ont montré que 20 isolats soit 71.4 % ont eu la capacité de développer un
halo de transparence autour de la colonie sur la surface de la gélose aprés 7 jours d’incubation
a une température de 25°C (Fig. 23). Des résultats similaires ont été trouvés par Rodriguez
et Fraga (1999) et Bhattacharyya et Jha (2012) qui ont rapporté que les espéces du genre
Bacillus solubilisent des phosphates et augmentent la disponibilité du phosphore dans le sol.
La quantité des phosphates solubilises dépend de plusieurs facteurs environnementaux tels

que le pH et le type de sol (Bouali, 2017).

L’estimation de la quantité de solubilisation des phosphates de chaque isolat a été effectuée
a I’aide du diameétre de I’halo (Tab. V). La variation du diametre de I’halo exprime une
variabilité dans le pouvoir de solubilisation du phosphate d'une souche a une autre. Goldstein
(2000) a demontré que la capacité de la solubilisation des phosphates est classée en 3
catégories, la premiéere categorie décrite comme faible (diametre 0.5-2 mm), la deuxiéme
comme modérée (3-10 mm) et la troisiéme comme forte (11-21 mm). Un seul isolat (NH43)

parmi nos souches solubilisatrices de phosphates a présenté une forte solubilisation, 50% se
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sont révélées moyennement solubilisatrices

solubilisation des phosphates (Fig. 24).

et 17.85% ayant une faible capacité de

Figure 23 : La capacité de nos isolats a solubiliser les phosphates. Un résultat positif se
traduit par I’apparition d’un halo de solubilisation autour de la colonie.

18 : NH43 Isolat avec forte capacité de solubilisation. 8 : D19 Isolat avec capacité modérée de
solubilisation. 6 : D11 Isolat avec faible capacité de solubilisation des phosphates.

Tableau V : Résultats de I’estimation quantitative de la capacité de solubilisation des

phosphates des 28 isolats.

Isolats Diametre du I’halo Indice de Catégories de
(mm) solubilisation solubilisation
Apres 7 j }Aprés 14 Apres7j }Aprés 14 des phosphates

N6 1 1 1.25 1.25 Faible

N24 8 8 3 3 Modéree

N1 0 2 1 1.4 Négative

N16 0 0 1 1 Négative

D1 5 5 2 2 Modéree

D11 1 1 1.2 1.2 Faible

D17 0 0 1 1 Négative

D19 9 11 3.25 3.75 Modérée

D20 10 14 3.5 2.27 Modérée

D4 5 5 2.67 2.25 Modéree

D5 0 0 1 1 Négative
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D6 0 0 1 1 Négative
D7 2 2 1.3 1.3 Faible
D8 0 0 1 1 Négative
D30 2 2 1.67 1.67 Faible
NH2 0 0 1 1 Négative
NH3 0 0 1 1 Négative
NH43 12 12 3.4 3.4 Forte
NH51 8 8 2.6 2.6 Modéréee
NH79 8 8 2.14 2.14 Modérée
NH1 4 4 2 2 Modéree
NH4 2 4 1.3 1.67 Faible
NH5 4 4 1.8 1.8 Modéree
DH17 8 8 2.3 2.3 Modéree
DH45 8 8 1.8 1.8 Modéree
DH5 8 8 1.8 1.8 Modéréee
DH7 9 9 2.28 2.28 Modéréee
DH8 8 8 2.3 2.3 Modéree
2
' Faible Modérée Forte

Figure 24 : Nombre des isolats ayant la capacité de solubilisation des phosphates par
catégorie.

51



3.3.3. Solubilisation des potassiums

Le potassium (K) fait partie des trois éléments majeurs nécessaires a la croissance des plantes
avec I’azote et le phosphore (Ghitri, 2018). Le potassium soluble assimilable pour les
végétaux existe en trés faibles concentrations dans le sol et plus de 90% de potassium dans
le sol existe sous forme de roches insolubles et de minéraux de silicate (Parmar et Sindhu,
2013). Sans potassium adéquat, les plantes ont des racines mal développées, poussent
lentement, produisent de petites graines et ont des rendements plus faibles (Kumar et Dubey,
2012). Certains micro-organismes des sols jouent un role clé dans le cycle K naturel et les
rendent disponibles pour I'absorption par les plantes (Rogers et al., 1998).

Nos résultats ont montré que tous nos isolats sont incapables de solubiliser le potassium sur
le milieu de culture Aleksandrov (Fig. 25). Ce résultat est exprimé par les travaux de Parmar
et Sindhu (2013) ; Dong et al (2019) qui montrent qu’un trés peu nombre des bactéries
rhizosphériques peuvent solubiliser les potassiums, ou a partir de 137 souches de
rhizobactéries testées dans la premiere étude, seulement 27,7% des souches ont montré une
solubilisation du K sur le milieu Aleksandrov et 5,46% sur 531 isolats sont considéres
comme KSB pour la deuxiéme étude. De plus Dong et al (2019) trouvent que les KSBs les
plus abondantes dans la rhizosphere font partie de la famille des protéobactéries alors que le
genre Bacillus est le genre le plus abondant que les autres, mais les KSBs d'Enterobacter ont

montré une plus grande capacité de solubilisation des potassiums par rapport aux Bacillus.

Figure 25 : La solubilisation des potassiums par nos isolats sur milieu Aleksandrov aprés
14J d’incubation.

Un résultat négatif se traduit par I’absence d’un halo de solubilisation autour de la colonie.

52



3.4. Caractérisation enzymatique

3.4.1. Uréase

L’uréase est une enzyme extracellulaire qui catalyse I’hydrolyse de I’urée en ammoniac et
carbamate. La libération du carbonate d’ammonium alcalinise le milieu d’ou le virage de
I”indicateur coloré de I’orange en rose (Harley et Prescott, 2002). Cette enzyme permet aux
organismes d’utiliser I’urée comme source d’azote pour leur croissance, suite a I'hydrolyse
de I'urée en CO2 et ammoniac (NH3) (Andrews et al., 1984 ; Mobley et Hausinger, 1989).
Nos résultats ont montré que 50% de nos isolats (N24, D1, D11, D17, D19, D20, D4, D8,
NH2, NH3, NH1, NH4, DH17 et DH45) ont une activité uréase positive (Fig. 26). La
comparaison du diamétre d’halo de dégradation a révélé que I’isolat N24 a la meilleure
activité avec un diametre d’halo de lyse de 23 mm. Par contre la plus faible activité a été

détectée chez I’isolat D8 avec un diamétre de 5 mm (Fig. 28).

Nos résultats sont en concordance avec ceux obtenus par Wafula et al (2014) et Abe et al

(2018) qui ont montré que certaines souches du genre Bacillus sont uréase positives.

Figure 26 : Production d’uréase chez quelques isolats de notre souchier.

Un résultat positif se traduit par I’apparition d’un halo de lyse autour de la colonie.

2 : N24 Isolats avec forte activité uréasique.
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3.4.2. Lipase

Les lipases ou les triacylglycérol acyl-hydrolases sont des sous classes de la superfamille
des hydrolases, sont des enzymes atypiques par leur mécanisme d’action et leur spécificité
de substrats. Elles ont la capacité d’hydrolyser les triglycérides en acides gras et en glycérol
(Ghanem, 2007). La présence de lipase chez de nombreux micro-organismes leur permet
d'utiliser des « sources non-conventionnelles » de carbone comme les triglycérides ou

d’autres lipides contenant des liaisons ester (Sharma et al., 2001) (Najjar, 2010).

Les lipases microbiennes sont des enzymes polyvalents importants d'un point de vue
biotechnologique, elles montrent plusieurs propriétés intéressantes pour les applications
industrielles soit dans I'industrie alimentaire, les détergents, la synthése des arémes ou dans
les industries pharmaceutiques (Sarkar et al., 1998).

D’apres les résultats obtenus, nous avons constaté que 15 souches soit 53.6% de nos isolats
ont montré un pouvoir de production de lipase, il s’agit des isolats :N6, N1, N16, D1, D19,
D20, D4, NH43, NH51, NH79, NH5, DH17, DH5, DH7 et DH8 (Fig. 27). Cependant, le
diameétre d’halo peut nous informer sur I’intensité de cette activité, de ce fait les isolats D1,
D4, DH5 et DH8 ont révélé une meilleure activité avec un diameétre d’halo de 10 mm et la
plus faible activité lipolytique a été détectée chez I’isolat D19 avec un diametre de 2 mm
(Fig. 28).

Nos résultats sont compatibles avec les travaux réalisés par Ait Belkacem et Belgrade (2017)
sur des souches de Bacillus sp. Isolées a partir des sols rhizospheriques qui ont montré une
dégradation de plusieurs substrats tels que les lipides, les protéines et les sucres complexes
(amidon, cellulose et chitine) par la production d’une gamme trés diversifiée d’enzymes
extracellulaires tels que les lipases, les protéases, les amylases, les cellulases et les chitinases.
Du méme Acufa et al (2011) ont signalé que les bactéries font partie du genre Bacillus ont

la capacité de synthétiser des enzymes lipolytiques.
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Figure 27 : Production de lipase chez quelques isolats de notre souchier.

Un résultat positif se traduit par I’apparition d’un halo de lyse autour de la colonie.

Absence d’un halo (résultat négatif) pour la souche D8 (14), Présence d’un halo (résultat positif)
pour la souche NH51 (19).
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Figure 28 : Estimation de I’activité enzymatique par nos isolats.
Les valeurs sont données comme la moyenne de trois répétitions indépendantes,

0 Enzyme Iipase;|:| : Enzyme uréase.
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Conclusion

L utilisation des technologies microbiennes dans I’agriculture s’étend trés rapidement par
I’identification de nouvelles souches bactériennes efficaces dans I’amélioration de la
croissance des plantes. En général ces bactéries rhizosphériques exercent sur les plantes de
différents effets influencant leurs développements en améliorant leurs compétitivités et leurs

réponses aux facteurs de stress extrémes.

Notre étude a été fondée sur trois objectifs principaux. Le premier consistait a un isolement
d’une flore bactérienne rhizosphérique associée a des plantules d’orge commune cultivées
sur un sol saharien et dans les mémes conditions in vivo. Le deuxieme objectif a visé la
sélection des bactéries appartenant au genre Bacillus en se basant sur une analyse
phénotypique et enfin, le troisieme, est la détermination des potentialités des isolats de

Bacillus et I’identification de ces isolats.

Le sol rhizosphérique a montré une densité bactérienne élevée, de 986.10° UFC.mL™. Cette
densité relativement élevée pour un sol provenant d’une région saharienne, nous a permis de

dire que la région aride d’EL Menia renferme une grande abondance bactérienne.

La sélection primaire des isolats appartenant au genre Bacillus a été effectuée apres la
réalisation de la coloration de Gram, la visualisation des endospores et la croissance des
colonies apres le traitement thermique. Un résultat positif aux trois tests retenus, nous a
permis de sélectionner 28 isolats. Cette sélection a été solidité par un ensemble de tests
basant sur leurs caracteres culturaux et biochimiques, ce qui nous a permis de s’assurer que

notre sélection d’isolats appartient au genre Bacillus.

Les 28 isolats sélectionnés se sont avérées des biofertilisants par I’apport d’éléments nutritifs
a la plante. Elles ont montré une faible capacité de fixer I’azote atmosphérique (17%) mais
une grande capacité de solubiliser les phosphates (71.4%), 50% des isolats se sont révélé

moyennement solubilisatrices.

Les bactéries considérées comme des biofertilisants peuvent constituer une alternative
prometteuse aux produits chimiques utilisés en agriculture et de ce fait les considére comme
une bactérie a effet PGPR.
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Nos résultats ont montré que 50% de nos isolats possedent une capacité uréasique soit 14
isolats et 53.6% des isolats posseédent une capacité lipolytique. Ces résultats confirment
I’immense capacité des Bacillus a synthétiser des enzymes extracellulaires qui sont des
métabolites essentiels permettant aux bactéries de cataboliser les éléments nutritifs existants
dans le milieu pour assurer leur survie. De plus, ces enzymes microbiennes sont facilement
purifiées avec des procédés peu couteux, c’est pourquoi sont trés recherchees dans les

biocatalyses dans différentes transformations industrielles dans divers domaines.

A I’issue de ce travail, plusieurs perspectives et recommandations semblent nécessaires a

réaliser :

-L’utilisation de nos isolats comme inoculum pour I’amélioration de la solubilisation des
phosphates et des potassiums, doit étre compléter avec une estimation de la quantité des
phosphates solubilisé sur milieu liquide (NBRIP) et une détermination de cette quantité a
I’aide d’un courbe étalon, et I’évaluation de I’effet de différentes conditions de milieu (NaCl,
KCI, pH, Température...) sur la quantité solubilisée.

-La réalisation des tests croisés par I’intéraction entre les facteurs tels que le pH et la salinité
via des cultures mixtes, sur les bactéries ayant un effet de solubilisation des potasiums
important, a fin d’améliorer I’effet PGPR des isolats.

-Dépistage d’autres activités enzymatiques (gélatinase, amylase, cellulase, chitinase.....).
-Caractérisation d’autres mécanismes d’action directes (la production des hormones et des
sidérophores) ou indirectes (la production des antibiotiques et des molécules antifongiques)
impligués dans leur potentiel stimulateur de la croissance végétale ou antagoniste.
-Purification et caractérisation des antibiotiques synthétisés par les isolats.

-Utilisation des souches identifiées comme agent de fertilisation et de lutte biologique.

-ldentification phylogénétique des souches isolées.
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ANNEXES



Annexe 01 : Appareillages et verreries utilisés au cours de I’expérimentation.

Appareillages

Verreries

Autres matériels

v Autoclave.

v’ Bain marie.

v’ Balance électrique.
v Etuve.

v" Incubateur sous agitation.

v’ Réfrigérateur.

v Microscope optique.

v' Plaque agitatrice
chauffante.

v’ Vortex.

AN NNV U N NN

Barreau magnétique.
Béchers.
Eprouvette graduée.

Flacons stériles.

Tubes a essai stériles.

Lames et lamelles.
Pipette Pasteur.

Verre de montre.

SR N N N N S

<

Anse de platine.

Bec benzen.

Boites de pétri.

Gants jetables.
Marqueurs.

Micro pipette.
Microplaque de
titration.

Papier aluminium, film
et absorbant.

Pince en bois et en
platine.

Pipette compte-gouttes
en plastique.

Pissette.

Portoir pour tube.

Spatule.




Annexe 02 : Composition des solutions utilisées.

Solution nutritive Fareus

MGSO8.TH20 ... cve et 0.12g
KHZP O 0.1g
NaZHPO12H20 .. oo, 0.358g

15MM Fe-Citrate. ... v A

Sporen-elements B.........ccooeiiiii i e eeeen22.5ml

Solution tampon phosphate
NaH2PO4.2H20 ... ..o e 6.33g
NaH20PO4......ccvie i it i i eenen. .. 10,960

Eau physiologique
Eau distillée Stérile .........oooiiiiii e, 1000ml
Chlorure de sodium NaCl ..........coooiiiiiiii e, 99

Cristal violet

Violet de gentiane ..........cooveviie it 19
Acide phénique.......cccoviie i 2 ()
Alcool 895% ... e 10M

Baudistillé ..., 100ml
Lugol

lode métalloide 12 ... 19
lodure de potassium K., 29
Eau distillée .......ooveii e, 100ml
Fuchsine

Fuchsine basique .........coo i, 19
ACIAE PhENIGUE. ....oveiiciicicee e 5¢
AICO0I 8 95%0......cuiiiiiiecieiee et 10ml

Eaudistillée.........ooo v 100m1



Bleu de bromothymol
Bleu de bromoyhymol........................coiieine04g

AlLCO0L 05 i, 20ml

Soude 0.1 MO .. 7.4ml
Eau déminéraliSe. .. ....ovve i e e e e, 100ml
Rouge Congo

RoUge CONGO....uvviiee i el 10

Ammoniaque filtrée............ccoiiiiiii 100ml

Solution d’urée



Annexe 03 : Composition des milieux de culture utilisés.

Technique de préparation

Pour la préparation des milieux de culture, les ingrédients sont peses a I’aide d’une balance
puis mélangés au volume d’eau distillée (1000ml), homogénéisés et dissoutes totalement par
chauffage et agitation sur une plaque chauffante. Apres refroidissement a 50-60 °C, le milieu
est distribué dans des flacons stériles a 250 ml en vue d’étre stérilise a 120°C pendant 15-20
min.

Certains milieux nécessitent I’adjonction de produits qui ne supportent pas I’autoclavage
(solution d’urée), ces derniers doivent étre stérilisés par filtration a I’aide d’un micro-filtre

stérile de 0.22 um de diametre avant d’étre apportés dans la gélose en surfusion.

TSB
Extrait pancréatique de la caséine.................................0.17¢g

Digestion papaique de Farine de soja........cc.c..o v venerieeneenee....0.39

NACH. e 0.5g
K2HPOA. .. e e 0.25g
Glucose Monohydrate.............cccoeieiieiieene e 0.25g
TSA 1/10

A e e e 0150

TSA 1/10 semi solide

AGAr o e .90

Gélose au lait

Peptone pancréatique ..........cooevveviveieeiieeiiienineenneennDg
Extrait de levure. ... ..o 2.5¢
GIUCOSE. ..ot e e e e e 1)

Lait BCrEMA . .. e e e e 100 ml



TSA a amidon 1%

AMIAON o e

A e e

Milieu a base de peptone

Peptone... ..o

GIUCOSE. ..o

Na2HPO4 ...
KH2POA......coe e
Rouge de phénol .............ccooeienits

SolULION A UM€e. ..o e

Bau distillée. .. ...oooi e e e

Gélose au tween 80

TWEEN 80 .o e

-

Milieu Carder

Na2HPOA......ccoeiii i,
KH2POA ...
N O PP | )
Extraitde levure............cccoovvvenn ..

0 T P

.10g
15¢

.......................... 1.29
......................... 0.89
.......................... 0.012g

ceeeee.50mI

.950ml

.......................... 59
CaCI2 2H20 ... ..

......................... 1%, v/iv

.0.19

.18¢



Milieu JENSEN

MQOSOA.TH20 ... e 0.5g
NACl. .o e a2 0.50
FeSO4.TH20. ..o i e eennn. 22010
Na2ZM00O4.2H20.........cccei i i i eeiiee e e een1....0.005g

CaB(POA)2 ..o e e 59
(NHA)2SO4 ... e, 0.1g
NACH .o 0.29
MgSO4.7TH20 ..o i eene0.0.250
Kl e 0.2g9
AGAr o e e a2 100

Milieu Aleksandrov

GlUCOSE. ..ot e e e e 5¢
MOSOA.TH20. ..o e e 0.5g9
CaC 0. 0.1g
T 1 0.006g
CaB(POA)2 .. e, 29

Potassium aluminium silicate................ocoe i, 39



Annexe 04 : Résultats des différents tests appliqués sur les souches isolées a partir du

sol rhizosphérique.

Les % g 8

v 5 5 | 3 . | FE|E8 st

S Sl 8| < | &8 | & |o35E 52

S |6 | & E| 83 |5 |88 2825

S O @) ° | 25| 52|55

Les = E S 2 =8 E o
souches o N N
N6 Coccobacille | + - + + + _ + + B
N24 Bacille + - + + - + + + -
N1 Bacille + + + + + - - - -
N16 Bacille + + + + + - - - -
D1 Bacille + + + + + - - + -
D11 Bacille + + + + - + - + -
D17 Bacille + + + + - + - - -
D19 Bacille + - + + + + - + -
D20 Coccobacille + + + + + + - + -
D4 Bacille + + + + + + - + -
D5 Bacille + - + + - - - - -
D6 Coccobacille + + + + - - - - -
D7 Bacille + - + + - - - + -
D8 Bacille + - + - - + - - _
D30 Bacille + + + + - - - + -
NH2 Bacille + - + + - + - - -
NH3 Bacille + + + + - + - - -
NH43 | Coccobacille + + + + + - - + -
NH51 Bacille + + + + + - - + -
NH79 Bacille + + + + + - + + -
NH1 Bacille + + + + - + - + -
NH2 Bacille + + + + - + - + -
NH5 Bacille + + + + + - - + -
DH17 Bacille + + + + - + + + -
DH45 Bacille + + + + - + - + -
DH5 Bacille + + + + - - + + -
DH7 Bacille + + + + + - - + -
DHS8 Bacille + + + + + - - + -




