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TITRE : Isolement et caracterisation des bacteries endophytes et associ¢es a la Rhizosphere

d'elgtaf (Atriplex Halimus)
RESUME

L'utilsation des bacteries endophytes et associ€es a la rhisospheres d' Atriplex halimus peut
orienter les pratiques agricoles vers une perspective durable et plus respecteuse de

I'environnement.

26 isolats issus de 12 echantillons de la Rhizosphere et les racines de la plante Atriplex
Halimus qui pousse dans des cconditions d'arididté et sol salée accrue au niveau de deux

régions de Tebessa (commune Morset- Elmallaha -region du nord et Boulhaf eddir -Kissa-
région médianne), ont été utilisés pour isolés et identifier des bacteries a traits PGPR

en évaluant leur éfficience a production I'TAA et a solubiliser le phosphate et le potassium ce

qui permettera de leurs mécanismes d'action de sélectionner des souches d'interet

Ce travail nous a permis de constater une diversité de microorganismes
traduite par les résultats des différents tests étudiés, notamment, la production d’IAA
qui est un trait commun a ces PGPR, 13 souches capables de solubiliser le P, 14
souches capables de solubiliser le K et enfin 08 souches d’intérét qui ont présenté un
important potentiel PGPR et qui sont susceptibles d’étre utilisés dans des programmes

d’amélioration de la productivité agricole.
MOTS CLES :

Endophytes, Rhizosphere, Atriplex halimus, Phytohormones, solubilisation des

minéraux.



TITLE

Isolationn and caracterisation of endophytic bacteria associated with the rhizosphere

of elgtaf (Atriplex halimus)
ABSTRACT

The use of endophytic bacteria asociated with the rizosphere of Atriplex
halimus can orientat agricultural practices to wards a sustainable and

morenvironnemetally friendly perspective

26 isolates collected from 12 samples from the Rhizosphere and root of
Atriplex Halimus plant growing under servere aridity conditions and salty soil in
Tebessa ( Morset — elmallaha — north, boulhaf eddir —kissa — the middle) , were used
to isolate and identify these PGPR trait bacteria evaluating their efficiency in
producing IAA phytohormone and potassium which will help to understand there

mechanisms of action and in order to select starins of interest

This work allowed us to note a diversity of microorganisms, translated by the
results of various tests studied, in particular, the production of IAA which is a
common feature of these PGPR, 13 strains capable of solubilizing P, 14 strains able to
solubilize K and finally 8 strains of interest that showed significant PGPR, which

are likely to be involved in programs of agricultural productivity improvement.
KEY WORDS

Atriplex halimus, thizosphere, Endophytic Bacteria, minerals solubilization,

Phytohormons .
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Introduction

La productivité¢ agricole doit augmenter de maniere significative dans les
années a venir pour faire face a la croissance démographique mondiale ascendante et
les dommages environnementaux. Pour résoudre ce probléme et obtenir des
rendements plus ¢élevés, les agriculteurs sont devenus dépendants des sources
d’engrais chimiques, qui en plus d’étre couteuses, épuisent les ressources d’énergie
non-renouvelables et posent des risques pour ’homme et I’environnement. (FAO,

2015).

Il serait évidemment avantageux d’utiliser des moyens biologiques efficaces
pour fournir les minéraux indispensables a la croissance des plantes et d’orienter les
pratiques agricoles vers une approche plus durable et plus respectueuse de
I’environnement. Cela inclue 1’utilisation de bactéries favorisant la croissance des

plantes. (Glick, 1995).

Il est envisagé que dans un avenir assez proche, des bactéries promotrices de
croissance des plantes (PGPR) commenceront a remplacer 'utilisation des produits
chimiques dans les stratégies de développement durable de 1’agriculture, en effet, la
production de biofertilisants contenant des souches bactériennes isolées de la
rhizosphére des plantes a pris une importance considérable, vu qu’ ils sont plus
tolérants aux conditions abiotiques extrémes, telles que la température, la salinité et la
sécheresse et qu’ils améliorent la productivité en facilitant I'absorption des nutriments
par les plantes sans afficher aucun danger pour I’environnement et les humains.

(Vessey, 2003).

La recherche des formes bactériennes, entre-autres les PGPR, a partir des
plantes endémiques et spontanées appartenant au cortége floristique de 1’Algérie,
poussant dans des conditions environnementales extrémes, est devenue un choix de
qualité, vu que le nombre des travaux scientifiques reste trés timide dans ce

domaine.

Notre travail consiste donc a isoler des bactéries a partir de la rhizosphere de la
plante Atriplex halimus,, communément appelée Elgtaf, connue pour ses vertus
médicinales et sa haute résistance aux conditions extrémes de I’environnement, en
effet, elle pousse dans les régions désertiques en arrivant méme a produire une

biomasse impressionnante.



Dans le but d’isoler et d’identifier ces PGPR, 12 échantillons de la
rhizosphére de cette plante localisée au niveau de duex régions de TEBESSA ont été
utilisés afin d’évaluer la capacité de ces souches a promouvoir la croissance par le
biais de mécanismes de production d’IAA et de solubilisation de phosphate et de

potassium.
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1. GENERALITE SUR L'ATRIPLEX

Les Atriplex sont des plants arbustes vivaces et halophytes présent dans la plupart des régions du
globe, ce développe sur les surface riche en chlorures et nitrates (terrains salés) .
Les Atriplex comprennent environ 417 especes de 48 dans le bassin méditerrané, et S5 especes

employés pour le fourrage

1.1. DEFINITION

Les halophytes sont des plantes naturellement adaptées aux milieux salés. La concentration
intracellulaire de ces plantes en peut attendre 1M grace a le halo adaptation spécifique des enzymes
de la paroi cellulaire et des tissus (Flowers et al., 1986; Kohl, 1997). De point de vue €cologique
les halophytes sont classées en trois catégories: -Les halophytes proprement dit: tolérent des taux
relativement faibles, de 40 a 100 mM dans une solution de sol. -Les euhalophytes: pouvant
supporter des concentrations salines de l'ordre de 100 a 500 mM, tel que Atriplexs pp. -Les
hyperhalophytes: se développant a des concentrations salines excédant celles de I'eau de mer, tel

que Suedaspp, Salicorniaspp (Le Houérou, 1993; Kerbab, St).

BSSEWDIq o UDIPNPOI4

Concentration en sel

Fig 01: Production de biomasse de différents groupes de plantes suivant la salinité¢ (1) Halophytes
vraies, (2) Halophytes facultatives, (3) Non-Halophytes résistantes, (4) Glycophytes (Jabnoune,
2008).
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1.2. REPARTION
1.2.1. Dans le monde:

Atriplex se trouve dans la plus part des régions du monde en grande Bretagne, la Sibérie, 1’ Alaska,
la Patagonie, la Norveége et I’Afrique du sud . L’espéce A. Halimus est spontanée dans les payé du
nord de I’Afrique et proche d’orient jusqu’a Iran ver le sud. En Europe cette espece présente dans

les régions méditerranéennes en Bulgarie, et aussi le massif de I’Hoggarr

Tableau 01: Nombre approximatif des especes d’Atriplex dans diverses régions et pays arides et
semis arides du monde (Bouchoukh, 2010).

Pays ou régions | Nombre d’espéce Pays ou régions Nombre d’especes
et/ou sous-espéce et/ou sous espéces
Etats unis 110 Baja Californie 25
Australie 78 (Mexique) 22
Bassin méditer. 50 Afrique du nord 20
Europe 40 Texas 20
URSS 40 Afrique du sud 20
Proche orient 36 Iran 18
Mexique 35 Syrie 17
Argentine 35 Palestine / Jordanie 17
Californie 32 Algérie / Tunisie 16
Chili 30 Bolivie / Pérou

1.2.2. Dans L’Algérie :

En Algérie I’ Atriplex spontané dans les étages bioclimatiques et les régions arides et semi-arides,
elle est présente dans les zones (Tiaret, Tbessa, Msila, Saida, Djelfa, Boussadda, Biskra, Batna).
Atriplex se rencontre aussi sur le Sahara, particulierement dans la région de Béchar ou les nappes

longent les dépressions d'Oued .
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Tableau 02: Répartition des différentes espéces d’Atriplex dans 1’ Algérie (Qezel & Santa, 1962).

Especes Nom Localisation
Annuelles A.chenopodioides Bouhanifia (Mascara)
(Différent généralement par Batt. (tres rare).
la forme des feuilles, du port
et des valves fructiféres) A.littoralis L. Environ d’Alger (rare).
A.hastata L. Assez commune dans

le Tell et trés rare ailleurs.

A.patulal.. Assez commune dans
le Tell et tres rare a Aflou.

A.tatarical. Annaba et Stif (tres rare)

A.rosealL. Biskra et sur le littoral
d’Alger et d’Oran (tres rare)

A.dimorphostegia Sahara septentrional
Kar et Kir. (assez commune),
sahara central (rare).

A.tornabeniTineo. Sahel d’Alger,
Golfe D’ Arzew

(tres rare)

Vivaces A.portulacoides L. Assez commune
(Différent généralement dans le Tell
par la forme des feuilles,
la taille de I’arbrisseau,

le port des tiges

A.halimus L. commune dans
toutes I’ Algérie.

et l'aspect du périanthe). A.mollisDesf. Biskra
et Oued —el-khir
A.coriaccaForsk. (trés rare).

A. glauca L. Commune en Algérie.
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1.3. PHYSIOLOGIE D'ATRIPLEX

Les genre Atriplex caractérisé par une anatomie foliaire de type Kranz (présence d'une gaine de
cellules de grands dimensions qui entourent les tissus vasculaires) appartient au groupe des plantes
C4 (Mulas & Mulas, 2004; SmailSaadon, 2005; Ighilhariz, 2008). Les feuiller de plantes en C4
sont généralement plus minces que celle des plantes en C3 (Ighilhariz, 2008). De nombreuses
recherches ont démonté que ce type de plantes est caractérisé par une grande productivité (Mulas
& Mulas, 2004).

Les plantes soumises aux contraintes engendrées par la salinité ou la sécheresse. Réagissent par une
modification de leur teneur en certains composés organiques appelés osmolytes ou osmoprotecteurs
(Hubac & vieiraDasilva, 1980; Hubac, 1990; Ighilhariz. 1990; Monneveux& This, 1997). Ces
reactions d'adaptation sont destinées a rétablir

1.4. L'INTERET DES ATRIPLEX

1.4.1. Usage fourrager et valeur alimentaire

L'atriplex halimus est aussi trés appété. Cette appétibilité croit avec l'entrée en maturation des
graines (Juillet) et devient forte des mi-Septembre pour s'annuler a la fin de Décembre. Il est donc
préférable de ne pas paturer 1'A. halimus ni d'ailleurs de la majorité des autres atriplex durant 1'hiver
et le printemps. Etudiée dans le cadre de la convention recherche/développement établie avec
I'INRAT, la composition chimique de I'Atriplex halimus est également sujette; comme le cas de la
majorité des autres espéces ligneuses; a des variations selon la saison et le type de I'année (seche ou
pluvieuse).

- La teneur en matiere seche est minimale en hiver (19 % au mois de Février) et maximale en été
(45 % au mois d'Aout).

- La teneur en cellulose brute est surtout influencée par I'époque de prélévement, le minimum (10 %
MS) est atteint au printemps et le maximum (28 % MS) en été.

- L'évolution des teneurs en maticres azotées totales est inverse a celle de la MS. Les teneurs les
plus

¢levées ont €té enregistrées au mois de Février (20 a 24 % MS), période correspondant a l'apparition
des jeunes pousses. En automne (période de fructification) les teneurs chutent vers des valeurs de 9a

12 % MS.(Cherif hafsa
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Figure 02: Usage fourrager

2. GENERALITE SUR LA RHIZOSPHERE

La rhizosphére est le volume de sol influencé par les racines. On distingue en général le rhizoplan
qui est I’interface racine/sol et le sol rhizosphérique situé au voisinage immédiat de la racine et
soumis a son influence. Elle est le lieu des échanges entre sol, racines, microorganismes et faune
associés. Ces échanges, intenses, se traduisent par des flux bi-directionnels d’eau et de nutriments
(Lynch, 1990). La plante y mobilise I’eau et les éléments minéraux nécessaires a son
développement et a sa croissance. Dans la rhizosphere jusqu'a 30 % des composés photosynthétisés
par la plante sont remis a la disposition des micro-organismes qui y vivent par le biais d'un
phénoméne appelé exsudation racinaire. Ces exsudats racinaires incluent une grande quantité
d'acides organiques et de sucres ainsi que des composés organiques complexes. Ils sont transformés
en biomasse microbienne ou réoxydés en CO2. La richesse de la rhizosphére en sucres, en amino-
acides, en acides organiques, en isoflavonoides, en régulateurs de croissance et en enzymes libérées
par la plante, rend ce microenvironnement un site d'une remarquable activité biologique et d’une

richesse naturelle en vers de terre, nématodes, protozoaires, champignons, algues et bactéries (Paul

et Clark, 1996).
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2.1. Etymologie :

Le mot rhizosphére a été introduit en 1904 par Lorenz Hiltner (Anton et al.,2008) , bactériologiste
spécialiste de microbiologie du sol et professeur d'agronomie au collége Technique de
Munich.(Lombi et al., 2001) . « Rhizo » vient du grec rhiza signifiant racine. « Sphére » vient du
latin sphaera (méme sens), mot provenant lui-méme du grec ancien sfaira (signifiant balle, ballon,
ou globe). La sphere définit le champ d'influence du systéme racinaire. En raison du volume qu'elle
occupe, par rapport au volume de la plante, la rhizosphére est aussi appelée la « moitié¢ cachée » (the
hiddenhalf en anglais) (Bowen et Roriva, 1991).

2.2. Définition:

La rhizospheére est la région du sol située sous les racines des plantes et soumise a leur influence
directe. C’est un lieu d'intenses échanges entre le végétal et le substrat minéral. Qui peut étre affecté
par le tassement du sol, un ennoiement durable, sa salinisation, son eutrophisationou la pollution, ou
encore par des phénomeénes d'aridification. Aussi elle est la région d'activité microbienne intense
(Anoua et al., 1997).

Elle joue un rdéle important dans la résistance des sols a I'érosion, au gel, aux incendies, aux
inondations, etc. De méme pour la résilience de ces sols et des plantes cultivées (Les enjeux sont

donc également agronomiques) (Kraffczyket al., 1984).

Fig03: Représentant la rhizosphére
(Filearchide.cnews.ru/img/reviews/2010/11/14/mushroom_f3cel.)

2. 3. Activité de la rhizosphere :
La plante libére des exsudats racinaires qui sont constitués de substances organiques carbonées et

azotées : polysaccharides, acides organiques et protéines (Mench, 1985). Ces exsudats favorisent le
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développement de la microflore pathogéne ou non. Ainsi, en réponse a I’apport €nergétique
représenté¢ par les exsudats racinaires, des propagules fongiques se développent de facon
saprophytique jusqu’a la racine qu’elles peuvent infecter et éventuellement parasiter (Schroth et
Hildenbrand, 1964). De méme, la densité des bactéries est plus €élevée dans la rhizosphére que
dans le sol distant des racines : il s’agit de «l’effet rhizosphére» (Foster et Rovira, 1978). La
quantité et la composition des exsudats racinaires conditionnent également la nature des activités
bactériennes.

Ces activités résultent de la synthese de métabolites tels que les sidérophores, antibiotiques,
substances de croissance, acide cyanhydrique, lipopolysaccharides (Lemanceau, 1992).

Une flore bactérienne diversifiée, connue sous I’abréviation PGPR (plant growth promoting
rhizobacteria), rhiyzobactérie promotrice de la croissance des plantes est bénéfique a la croissance
et a la santé des plantes. On en distingue deux grands groupes : les PGPR phytostimulatrices et les
PGPR phytoprotectrices (Malek, 2015)

2. 4. La microflore rhizosphérique:

Le sol n’est pas simplement le support dans lequel les plantes s’enracinent et puisent les éléments
nutritifs indispensables a leur développement .Le sol est un réservoir important de micro-
organismes (champignons et bactéries), en termes de diversité et de densité. (symbiotech.com)

La microflore du sol est complexe varie .Elle comprendre la bactérie des champignons des
protozoaires et des virus. La dismrbusion des micro-organismes du sol et hétérogene et dépend des
facteurs nutritionnel et des facteurs physico chimique de sort quels densités mais biennie les plus
important ce raconter au niveau de la rhizosphere (Prescott et al., 2003).

En effet, un gramme de sol végétalisé contient environ 1 milliard de bactéries réparties en 5 a 25000
especes dont la plupart ne sont pas encore connues, ni méme cultivables en laboratoire
(symbiotech.com)

Les bactéries sont les microorganismes les plus abondants et métaboliquement les plus actifs du sol.
On estime 1 gramme de sol quand peut contenir jusqu’a 109 bactérie par examine microscopique
direct tout foi seul un facteur (1/100 peut étre isolé par la technique de culture on parle a VNC)
(Malek, 2015).Si les techniques et les milieux adéquats sont utilisés (Dommergues et Mangenot,
1970).Les actinomycetes constituent 1I’ordre des actinomycetes. Ce sont des bactéries filamenteuses,
septées, ramifi¢es, (Larpent et al., 1989).

Les mycete sont également présents dans le sol. En effet extra racinaire tous les sols contiennent
une microflore abondante. La biomasse fongique est sans doute trés variable suivant les cas peut
attendre entre 120 Kg/ha et plus d’une tonne, dans les sols normaux (Dommergues et Mangenot,

1970). Leurs activités métaboliques sont multiples et fondamentales a 1’équilibre écologique des
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sols. De nombreux travaux indiquent la prédominance de : Mucor, Trichoderma et Aspergillus

(Noumeur, 2008).

Fig 04 : La structure de la rhizospher
(http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/thumb/3/37/Rhizosphere.svg/1200pxRhizos

phere.svg.png)
A=Amibe digérant une bactérie BL= Bactérie a énergie limitée BU= Bactérie a énergie non limitée

RC=Racine SR=Poils absorbants racinaires F=Myc¢lium d'un champignon N=Ver nématode

2. 5. Les bactéries rhizospherique ou rhizobacteries :

Les rhizobactéries sont des bactéries qui présentent 1’aptitude a coloniser les racines de facon
intense (Schroth et Hancock, 1981, 1982). Les bactéries non symbiotiques répondant a cette
définition appartiennent a différents genres et espéces dont les plus étudiés sont
Agrobacteriumradiobacter, Azospirillumspp, Bacillus spp, Pseudomonas spp fluorescents
(Lemanceau, 1992).

Les effets bénéfiques des rhizobactéries sont liés a leur position stratégique a 1’interface sol racine.
En effet, le rhizo plan et la rhizophere sont le siege d’échanges intenses entre la plante et le milieu

environnant (Curl, 1982). Ces échanges sont réciproques.

2.6. L'EFFET SUR LES PLANTES

Plusieurs interactions, bénéfiques (symbioses) ou non, voire déléteres (pathogénie) sont observées
entre plantes, bactéries et champignons du sol fleuriront 'activité biologique de ce sol. Parmi les
interactions bénéfiques aux plantes, on peut citer les symbioses fixatrices d'azote, les associations
avec les bactéries promotrices de croissance (PGPR) ou de santé, ou les interactions avec les
champignons mycorhizogenes. (Elaine, 2015).Les PGPR interviennent sur la croissance des
plantes salons plusieurs mécanismes, de maniere directe ou indirecte (figure 3).Ces bactéries sont
capables de coloniser efficacement les systémes racinaires et influencent de maniére bénéfique la
plante en stimulant sa croissance et/ou en la protégeant contre des infections par des agents

phytopathogénes. Ces bactéries de la rhizosphere sont alors reprises sous le terme PGPR (Plant
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Growth-Promoting Rhizobacteria). La plupart des souches bactériennes exploitées comme
biopesticides appartiennent aux genres Agrobacterium, Bacillus et Pseudomonas. (Haas et

Defago, 2005).
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Fig 05: Interactions entre plantes et bactéries coopératives dans la rhizosphére
(Khan et al., 2009)

3. GENERALITE SUR L'ENDOPHYTE :
3.1. DEFINITION

Le terme «endophytesy, initialement introduit par De Bary en 1866, concerne tous les organismes
qui se reproduisent dans les tissus végétaux, distincts des épiphytes qui vivent a la surface des
plantes, («endo-» signifie a l'intérieur; «phyte» est dérivé du mot grec phyto, qui signifie plante)
(Rodrigues, 1996). Depuis la découverte des champignons endophytes dans I’ivraie (Lolium
temulentum) en Allemagne, en 1904, plusieurs chercheurs ont défini les endophytes de différentes
manieres (Tan et Zou, 2001) : Carroll (1986) a défini les endophytes comme suit «les endophytes
mutualistes, sont des champignons qui colonisent les parties aériennes des tissus végétaux vivants et
ne provoquent pas de symptomes de maladie". Petrini (1991) a proposé une extension de la

définition pour inclure «tous les organismes vivant dans les organes végétaux qui a un certain

moment de leur vie, peuvent coloniser les tissus végétaux internes sans causer de dommage

apparent a 1'hote".

3.2. LA RELATION PLANTE-ENDOPHYTE

Les endophytes sont caractérisés par différents modes de vie, selon les especes des
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champignons et les plantes hotes. L’interaction plante-endophyte peut aller de I'antagonisme
au mutualisme, c'est pourquoi la gamme d’interactions a été désigné comme un continuum
(Zabalgogeazcoa, 2008).

Des ¢tudes ont montré que les endophytes sont plus susceptibles d'étre mutualistes lors

de la reproduction verticale (systémique) via les semences, et hostile a 1'hote lors de la
transmission horizontale (non systémique) par l'intermédiaire des spores (Schardl et al.,
1991; Saikkonen et al., 1998).

Certains endophytes peuvent étre isolés a partir des plantes et sont considérés comme

des agents pathogenes latents (Mostert et al., 2000; Photita et al., 2004). Toutefois, ces
derniers ne constituent pas une fraction importante des endophytes, la plupart des endophytes
de ce type ne causent pas de symptomes sur les plantes hotes (Zabalgogeazcoa, 2008).
Certains champignons saprophytes trouvés couramment dans les parties s€nescentes

des plantes ont été isolés comme endophytes a partir des tissus sains. Ces especes endophytes
se comportent comme des saprophytes latents, et colonisent de fagon asymptomatique des
espaces restreintes tend que leurs hotes se développes, lorsque les tissus de 1’hote sont infectés
ou décedent les endophytes se développent et se reproduisent (Zabalgogeazcoa, 2008).

A l'autre extrémité du continuum, il y a les endophytes qui sont bénéfiques pour leurs

hotes, les plus connus dans ce groupe sont les especes des genres Neotyphodium et Epichloé
qui peuvent fournir une défense contre les herbivores, ainsi que la tolérance a la sécheresse et
une meilleure utilisation des éléments nutritifs a leurs hotes (Schardl et al., 2004). En plus il
existe d'autres especes mutualistes qui protegent leurs plantes hotes contre les agents
pathogenes et d’autres améliorent la croissance de ces dernieres. (Zabalgogeazcoa, 2008).
3.3.Le role physiologique et écologique des champignons endophytes

Il est généralement admis que les communautés des champignons endophytes jouent

un role important, et bénéfique dans la physiologie et la capacité d'adaptation écologique des
plantes hotes (Tan et Zou, 2001). Les plantes infectées par des champignons endophytes
résistent mieux a l'environnement hostile, et ont donc souvent un avantage distinct contre le

stress biotiques et abiotiques par rapport aux plantes qui ne sont pas infectés par les
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endophytes.

Les endophytes symbiotiques conférent plusieurs avantages, y compris la promotion

de la croissance, la résistance a la sécheresse, une meilleure résistance aux ravageurs, les
insectes et les herbivores, I’augmentation de la compétitivité, ’amélioration des taux de
photosynthese et la tolérance aux facteurs stressants comme la présence de métaux lourds, le
faible pH, la salinité élevée, et les infections microbiennes (Lewis, 2004; Mandyam et
Jumpponen, 2005; Waller et al., 2005; Zhang et al., 2006).

3.4. Le role des endophytes dans la tolérance aux stress abiotique

De nombreux facteurs environnementaux influencent la croissance et la survie des

plantes. Il a été observé que les plantes infectées par les champignons endophytes ont une
plus grande tolérance a la sécheresse, la chaleur, la toxicité des métaux et a la salinité élevée
(Waller et al., 2005; Rodriguez et al., 2004; Lewis, 2004).

Il a été rapporté que certains champignons endophytes protégent leur héte de la

sécheresse (Clay et Schardl, 2002). Par exemple, l'infection de la fétuque €levée par les
endophytes développerait un potentiel osmotique faible.

Une tolérance au sel a aussi été observée chez les plantes infectées par des endophytes.
Redman et ces collaborateurs (2002) ont démontré que les endophytes augmentent ¢galement
la tolérance a la chaleur de leur hote. La tolérance thermique a été observée chez la plante
Lanuginosum dichanthelium infectée par I’endophyte Curvularia sp, et exposée a une forte
température de 65°C pendant 10 jours, alors que les plantes non infectées ne résistaient méme
pas a une température de 40°C.

Alternativement, il est suggéré que les endophytes fonctionnent comme un

«déclencheur biologique» pour les plantes pour activer leur réponse au stress plus rapidement
et plus fortement que les plantes non symbiotiques ou non infectées (Redman et al., 2002).

4. Les bacteries responsable de la croissance des plantes (PGPR: Plante growth
Rhizobacteria)

Les populations bactériennes du sol ont la capacité de croitre rapidement et utilisent une tres large

gamme de substances différentes comme sources d'éléments nutritifs. La flore bactérienne est
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dispersée dans le sol, souvent liée aux particules du sol, beaucoup interagissent avec les racines des
plantes. (Jha et al, 2011)
4.1.DEFINITION

Les PGPR sont des bactéries vivant librement au sein de la microflore rhizosphérique des
plantes, elles améliorent le développement des plantes, sans oublier leur pouvoir de lutte contre les
microorganismes phytopathogenes, en effet certaines bactéries, notamment les bactéries du genre
Pseudomonas sont de plus en plus utilisées comme bio-fongicides vu leur capacité a produire un
vaste éventail de métabolites antifongiques, les recherches se sont focalisées sur Pseudomonas
putida vu sa nature non-pathogeéne pour promouvoir le développement des plantes et les protéger

contre les pathogenes. (Kaur et al, 2014).
Il existe donc deux types de collaboration des PGPR avec les plantes :

- Des rhizobactéries vivant librement en dehors des cellules de la plantes.
- Des bactéries symbiotiques vivant a I’intérieur des plantes et échangeant les métabolites directement

avec la plante.

Le role de PGPR n’est pas mis en ceuvre uniquement par D’effet direct d’une seule souche
bactérienne mais par cet échange moléculaire €tabli entre les micro-organismes du sol et les plantes.
(Goswami et al, 2016)

4.2.Effet directe des PGPR sur la plante :

Les bactéries PGPR facilitent la croissance des plantes directement en aidant a l'acquisition des
ressources (azote, phosphore et minéraux essentiels) ou par modulation des niveaux d’hormone
végétales (Munees et Mulugeta, 2014)

4.2.1. Fixation d’azote :

L'azote (N) est le nutriment le plus vital pour la croissance et la productivité des plantes. Bien qu'il
y ait environ 78% de N2 dans l'atmospheére, il est indisponible pour les plantes en croissance. Le N2
atmosphérique est converti en formes utilisables par la plante par la fixation biologique de N2 par
les bactéries en utilisant un systéme enzymatique complexe appelé nitrogénase (Kim et Rees,
1994). Les bactéries fixatrice de 1’azote ont la capacité de récupérer 1'azote atmosphérique et de le
fournir aux plantes par deux mécanismes: symbiotiques et non symbiotiques. La fixation d'azote
simbiotique est une relation mutualiste entre une bactérie et la plante. La bactérie entre d'abord dans
la racine et plus tard sur les nodules de forme dans lesquels se produit la fixation de 'azote. La
rhizobie est un vaste groupe de rhizobactéries qui ont la capacité d’établir des interactions
symbiotiques par la colonisation et forme de nodules racines dans le végétale, dans le quelle l'azote

est fixé a L'ammoniaque et le rendre disponible pour I'hote (Munees et Mulugeta, 2014)
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4.2.2. Solubilisation du phosphate
Le phosphore et le deuxieme nutriment important limitant la croissance des plantes apres 1’azote, il

est largement disponible dans le sol sous deux forme organique et inorganique (khan et al., 2009).11
joue un role pratiquement important dans tous les processus métaboliques majeurs dans les plantes,
y compris la photosynthese, le transfert d'énergie, la transduction du signal, la biosynthese
macromoléculaire et la respiration(Khan et al., 2010). Les plantes sont incapables d'utiliser le
phosphate car 95 a 99% de phosphate présents sous la forme insoluble, immobilisée et précipitée.
Les plantes absorbent le phosphate uniquement sous deux formes solubles: les ions monobasique
(H2PO4) et basique (HPO42) (Govind et al., 2015). La solubilisation microbienne du phosphate
joue un rdle important dans la conversion du P insoluble en P soluble. En effet, il a ét¢ démontré
que certains microorganismes du sol sont impliqués dans la solubilisation des phosphates
insolubles. Ces microorganismes bénéficient directement du P bio disponible nécessaire pour leur
croissance. De méme

d’autres organismes sont en mesure de profiter du P solubilisé, tels que les champignons et les
plantes supérieures. Notons que ces microorganismes produisent des acides organiques et relachent
des protons, qui a travers leurs groupements carboxyliques, chélates les cations fixés aux
phosphates insolubles ce qui permet de les convertir en formes solubles (Salma, 2015)

4.2.3. Solubilisation du potassium

C’est le troisiéme nutriment majeur important pour les plantes. Les concentrations de potassium
soluble dans le sol sont généralement tres faibles et plus de 90% de potassium dans le sol existe
sous forme de roches insolubles et de minéraux de silicate (Parmar et Sindhu, 2013). En outre, en
raison de l'application déséquilibrée des engrais, la carence en potassium devient l'une des
principales contraintes dans la production végétale. 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) On a signalé que les micro-organismes des sols jouaient un
role clé dans le cycle K naturel et, par conséquent, les microorganismes solubilisants de potassium
présents dans le sol pourraient fournir une technologie alternative pour rendre le potassium
disponible pour l'absorption par les plantes (Rogers et al., 1998)

4.2.4. Production des sidérophores :

Le fer est un nutriment vital pour presque toutes les formes de vie (Neilands, 1995).Ces
oligoéléments qui a suomi a une forte compétition certain bactéries sont capable de séquestrer le fer
du milieu environ de X molécule appelle sidérophores. Ces siderophores se lient avec 1'ion ferrique
et forment un complexe siderophore-ferrique qui se lie ensuite avec des récepteurs dépendants de la
suspension de fer a la surface de la cellule bactérienne. L'ion Ferrique est ensuite relaché et actif

dans le cytoplasme comme ion ferreux. Beaucoup de plantes peuvent utiliser divers siderophores
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bactériens comme sources de fer, beaucoup de bactéries productrices de sidérophores appartiennent
aux genres Bradyrhizobium, Pseudomonas, Rhizobium, Serratia et Streptomyces de la rhizosphere
(Kuffner et al., 2008).Le siderophore le plus connu est I'aérobactine (figure 4 ), isolée pour la

premiere fois de Aerobacteraerogenes (Gibson et Magrath, 1969).

R

II’,HC "“-‘HN.-"' :H,_‘H

{EHeln N—1©C —CH3z
EFz oH O
IH\.
HO— € — E0gH
CHz OH §
N NHo__(CHaly—N—C—CH,
[ TEHT
1] |
o] R

Fig 06 : Structure générale des siderophores citrate-hydroxamate
(Gibson et Magrath, 1969).

Pour 'aerobactine, R 5 COOH et n 5 4. L'aérobactine, un second siderophore provenant de bactéries

entériques, peut étre codée sur des plasmides ou sur le chromosome.

4.2.5.Production des phytohormones :

Une large gamme de microorganismes trouveés dans la rhizosphere est capable de produire des
substances qui régulent la croissance et le développement des plantes. Les rhizobactéries favorisant
la croissance des plantes produisent des phytohormones telles que les auxines, les cytokines, les
gibbérellines et 1'é¢thylene peuvent affecter la prolifération cellulaire dans 1'architecture racinaire par
la surproduction de racines latérales et de racines avec un accroissement subséquent de l'apport
d'éléments nutritifs et d'eau (Arora, 2013)

4.2.6. Acide Indole Acétique (IAA):

Les plantes ont développé des systemes é€laborés pour réguler les niveaux cellulaires de 1'TAA
(Normanly et Bartel, 1999). L'1AA représente 1'une des hormones végétales les plus importantes,
ce qui renforce de nombreux aspects de la croissance et du développement des plantes tout au long
du cycle cellulaire de la plante, de la division cellulaire, de l'allongement cellulaire et de la
différenciation (Guilfoyle et al., 1998). Généralement, IAA affecte la division, I'extension et la
différenciation des cellules végétales; Stimule la germination des semences et des tubercules;
Augmente le taux de développement du xyléme et des racines; Contrdle les processus de croissance
végétative; Initie la formation de racines latérales et accidentelles; Médiatise les réponses a la
lumiere, a la gravité et a la fluorescence; Affecte la photosynthese, la formation de pigments, la

biosynthése de divers métabolites et la résistance a des conditions stressantes. En outre, I'TAA
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bactériennes augmentant la surface et la longueur de la racine et fournit ainsi a la plante un meilleur
acces aux nutriments du sol. En outre, 1'TAA rhizobactéri le dégage les parois cellulaires de la plante
et, en conséquence, facilite une augmentation de I'exsudation des racines qui fournit des nutriments
supplémentaires pour soutenir la croissance des bactéries rhizosphériques (Glick, 2012). Il
fonctionne comme une molécule signal importante dans la régulation du développement des
plantes, agissant sur l'organogenese, les réponses trophiques, les réponses cellulaires telles que
l'expansion des cellules, la division, la différenciation et la régulation des genes. Le role de I’AIA
dans la stimulation de la croissance est obtenu en imitant l'effet de la bactérie par I’application
directe de I’ AIA sur les racines. Il favorise la survie des bactéries dans la rhizosphere. Les poids des
tiges et des racines des plantes de blé sont influencés positivement par l'ajout de I'AIA (Cherif,
2014)

4.2.7.Production des cytokines :

Plusieurs plantes stimulant la croissance des bactéries telle que Azotobacter sp, Rhizobium sp,
Pantoeaagglomerans, Rhodospirillumrubrum, Pseudomonas fluorescens, Bacillus subtilis et
Paenibacilluspolymyxa peuvent produire des cytokines ou des gibbérellines ou les deux pour la
promotion de la croissance des plantes (Kang, 2010). Certaines souches de bactéries
phytopathogénes peuvent également synthétiser des cytokines. Cependant, il semble que les PGPR
produisent des niveaux inférieurs de cytokines par rapport aux phytopathogénes, de sorte que 1'effet
des rhizobactéries favorisant la croissance des plantes sur la croissance des plantes est stimulant
tandis que I'effet des cytokinines des agents pathogenes est inhibiteur (Glick et al., 2007).
4.2.8.Estimation de l'acide gibbérellique

L'acide gibbérellique a été quantifié en utilisant la méthode de Holbrook et al. (1961) avec des
modifications mineures. Les cultures bactériennes étaient dans le milieu de bouillon King's B et
centrifugé apres croissance comme décrit ci-dessus pour séparer les cellules. La pastille a été
utilisée pour estimation des protéines. Le pH des surnageants a été ajusté a 2,5 en utilisant du HCI
0,1 M et en utilisant des volume d'acétate d'éthyle. L'extraction de l'acide gibbérellique a été
effectuée en phase organique deux fois. A 1,5 mL d'extrait, 0,2 mL de ferrocyanure de potassium
ont été ajoutés et centrifugés a 1000 rpm pendant 10 minutes. Au surnageant, un volume ¢égal de 30
% de HCI a été ajouté et le mélange a été incubé a 20°C pendant 75 min. 5% HCI a été utilisé
comme blanc et I'absorbance a ét¢ mesurée dans un UV-Visible spectrophotometre (Elico, Inde) a
254 nm. La concentration en acide gibbérellique a été¢ déduite en utilisant un graphique standard et
la quantit¢ a été exprimée en milligramme d'acide gibbérellique par milligramme protéine.

(Bactériol. J., 5 (1) : 13-24, 2015)

4.3. Effet indirect des PGPR sur les plantes :
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4.3.1. Productions des antibiotiques :

La production d'antibiotiques est considérée comme l'un des mécanismes de biocontrole les plus
puissants et les plus étudiés chez les PGPR. (Shilev, 2013) example d’antibiotiques produits par
PGPR : l'acide phénazine-1-carboxyclique l'oomycineA, les rhamnolipides (Fernando et al., 2005)

. l'acide phénazine-1-carboxyclique a été secrét¢ par Pseudomonas fluorescens 2-79 Souche,
Pseudomonas fluorescens 2-79, synthétise I'acide phénazine-1-carboxylique (PCA), un antibiotique
pigmenté qui inhibe G. graminis var. Tritici et d'autres agents pathogeénes racémiques in vitro a
moins de (1 g / ml), Les mutants de 2-79 défectueux dans la production de PCA (Phz-) ne
parviennent pas a inhiber G. graminis var. Tritici et sont considérablement réduits dans leur capacité
a supprimer le take-all, tandis que les mutants génétiquement restaurés pour la production de PCA
(Phz +) regroupent de maniere coordonnée l'activité antifongique in vitro et sur le blé. Ces résultats
suggerent fortement que le controle de prise en charge par la souche 2-79 est dii en grande partie a
la production de PCA dans la rhizosphere de bl¢. Les efforts visant a définir le role des antibiotiques
dans le contrdle biologique ont toujours €té entravés par le manque de preuves directes que les
antibiotiques sont présents dans les sols naturels dans lesquels la suppression de la maladie peut se
produire. Les contraintes physiques et biologiques a la production, l'activité et la détection des
antibiotiques dans le sol ont ¢té revues, dont la plus fondamentale est probablement l'insuffisance
nutritionnelle. Les sols modifiés avec des nutriments organiques ou traités pour augmenter la

disponibilité des nutriments supportent souvent la production d'antibiotiques (linda et al., 1990)

. L'oomycineA : ce dernier et responsabale de I’aptitude de pseudomonasa réduire 70% I’infection
de la racine par pythium cotton et de sa capacité a augmenter de 50% I'émergence des graines de

cootton (Shilev ,2013)

Les rhamnolipides : Pseudomonas aeruginosa produit et sécrete des bio-tensioactifs glycolipides
contenant du Rhamnose appelés Rhamnolipides. La production de Rhamnolipides dépend des voies
métaboliques centrales, telles que la synthése des acides gras et les sucres activés par le dTDP, ainsi
que sur les enzymes participant a la production de l'alginate d'exopolysaccharide. La synthese de
ces tensioactifs est régulée par un systeme de régulation génétique trés complexe qui controle
¢galement différents traits associés a la virulence de P. aeruginosa. Les Rhamnolipides ont plusieurs
applications industrielles et environnementales potentielles, y compris la production de produits
chimiques fins, la caractérisation des surfaces et des revétements de surface, comme additifs pour
l'assainissement environnemental et comme agent de controle biologique (Maier et Soberdon-

Chavez ,2000).
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Ces antibiotiques sont connus pour posséder des activités antivirales, antimicrobiennes, anti-
inflammatoires, anti-oxydantes, cytotoxiques, antitumorales et agissant ¢galement sur la croissance
de plantes (Fernando et al., 2005 et Kim, 2012).

4.3.2. Induction d’un systeme de résistance :

PGPR peut déclencher chez la plante un phénomeéne connue sous le nom d’induction de la
résistance systémique qui est phénotypiquement similaire a la résistance systémique acquise qui se
produit lorsque la plante active ses mécanismes de défense en réponse a une infection par un agent
pathogene (corné et al., 2009). Les plantes inocul¢ avec des PGPR peuvent également fournir une
résistance systémique contre un large éventail de pathogenes végétaux. Les maladies d'origine
fongique, bactérienne et virale et, dans certains cas, méme les dommages causés par les insectes et
les nématodes peuvent étre réduits apres I'application de PGPR (Naznin et al, 2012) il conférer a la
plante un certain degré de protection a des attaques ultérieures par un phytopathogene via la
stimulation de mécanismes de défense systémique. Cette « immunité » s’initie suite a la perception
par la plante de molécules dites « élicitrices » produites par le microorganisme bénéficiaire (cherif

,2014)

4.3.2.1. Effet phytoprotectrice Sidérophores :

Les PGPR, notamment du genre Pseudomonas, sont connues pour leur facult¢ de produire des
sidérophores dans le milieu. Ce sont des substances chélatrices du fer, avec une grande affinité au
fer ferrique (Fe3+) Elles améliorent sa disponibilité a leur profit en cas de carence du sol et rendent
difficile son assimilation aux autres populations microbiennes déficientes en cet ¢lément. Ce
phénomene est un aspect de compétition qui participe efficacement a 1’antagonisme contre les
agents phytopathogeénes en réduisant leurs effectifs dans le sol.Enoutre, la plante peut facilement
assimiler les complexes de sidérophores et ainsi promouvoir sa croissance Les sidérophores peuvent
fixer aussi d’autres métaux dans le sol tels que le magnesium, le manganese et le chromium.
D’apres d’autres études, les PGPR peuvent extraire le fer des sidérophores formés par d’autres
microorganismes (kirdi, 2011).

4.4 INTERET AGRONOMIQUE DES PGPR

Les PGPR (Plant Growth-Promoting Rhizobacteria), sont définies comme des bactéries
présentes dans la rhizosphere, pour lesquelles un effet positif sur la physiologie végétale est
reconnu. D’aprés Kloepper (1993), les PGPR se distinguent par leur capacité a coloniser la
surface racinaire, survivre, se multiplier et étre compétitif vis-a-vis des autres micro-
organismes, tout en stimulant la croissance des plantes. Dans la rhizosphere, ces bactéries

peuvent se retrouver aux niveaux intra ou extracellulaire (Gray & Smith, 2005). Au niveau
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intracellulaire, les bactéries sont dites endophytiques et colonisent I’apoplaste. Ces bactéries
font parties de la famille des Rhizobiums. Généralement symbiotiques, ce sont notamment
les PGPR spécialisées dans les structures nodales des Fabaceae. Au niveau extracellulaire,
elles sont localisées en surface ou & proximité des racines, elles sont donc rhizosphériques
(Vessey,2003).

Quatre effets principaux ont été identifiés chez ces PGPR. Elles peuvent augmenter la
disponibilité des éléments nutritifs, réguler la production de phytohormones, augmenter la
tolérance aux stress abiotiques et inhiber les bio agresseurs par compétition (Glick, 2012 ;

Souza, 2015).

Solubilisation du
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=~ Production d’TAA
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Fig07: Mécanismes de I’intéraction Plante-PGPR (Fléches vertes : effets directs ; fleches rouges :
effets indirects)
4.5. Formation des biofilm par les PGPR :

Parmi les communautés microbiennes du sol associées aux plantes, les bactéries bénéficiaires de
colonisation des racines (rhizobactéries), connues sous le nom de rhizobactéries favorisant la
croissance des plantes (PGPR) (Lugtenberg et Kamilova, 2009) .Ils sont connus comme des
groupes prédominants qui exercent des ‘effets bénéfiques dans I'amélioration de la croissance des
plantes. Ceci y compris par leur différent activités solubilisation du phosphate, production des
antibiotique ...etc. (Zehnder et al, 2001) Les biofilms sont des communautés microbienne uni ou
milti adhérentes aux surfaces biotiques ou abiotiques et / ou en contact intime l'une avec l'autre,
enfermées dans une matrice auto-produite de substances polyméres extracellulaires (EPS). Des

biofilms moins complexes avec un nombre inférieur de cellules sont décrits de maniére variable
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comme des microcolonies, des agrégats ou des grappes de cellules (Ramey et al, 2004). La
production de biofilm par PGPR refléte leur pouvoir de colonisation du systéme racinaire et est
considéré comme une activité PGPR importante (Prescott ,2003). Les cellules bactériennes peuvent
présenter deux modes de croissance générale: soit en tant que cellules planctoniques, soit comme
une communautés en surface appelées biofilms. Les biofilms sont définis comme des colonies
denses de cellules uniques ou multi-espéces de cellules microbiennes adhérant soit a une surface
biotique ou abiotique encastrée dans une matrice autoproduisent composée de substances polymeres
extracellulaires (Davey et al., 2000). Plusieurs étapes sont impliquées dans la formation du biofilm,
par réponse a des indices environnementaux la présence des nutriments les cellules planctoniques se
déplacent vers une surface appropriée et se fixe premierement a une surface selon leur fimbria et/ou
pili par une faible force de Ven Der Wall ou liaison hydrogene pour rendre la fixation réversible par
le temps I’attachement deviens essentiellement irréversible, par la suite d’une accumulation
d’interactions faibles et un changements dans I’expression des géne, c’est-a-dire que lorsque les
cellules bactériennes commencent a sécréter EPS. Lorsque de nombreuses cellules bactériennes ont
¢té regroupées dans ce pré-biofilm en croissance en raison de la division cellulaire bactérienne et
d’autres microbes se joignant, développent des micro colonnes qui conduisent finalement a la
formation de macro colonies(biofilms matures).Enfin, lorsque le biofilm est assez grand, les cellules
bactériennes commencent a se détacher du biofilm, ces cellules bactériennes reprenant leur mode de

croissance planctonique ou créant leur propre biofilms(Emily, 2015).

Fig08 : Le processus du développement de biofilm.
Les étapes du développement de biofilm:
1. adhésion Initial réversible.
2. Attachement Irréversible.
3. Formation des Micro colonie.
4. Formation des Macro colonie.
5. Détachement
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1. PRESENTATION DU MATERIEL VEGETAL

L’ Atriplex halimus L. est un arbuste natif d’Afrique du Nord ou il est trés abondant (Kinet et al.,
1998) Il s’étend également aux zones littorales méditerranéennes de I’Europe et aux terres
intérieures gypso-salines d’Espagne. Atriplex halimus L. est un arbuste fourrager autochtone qui
toleére bien les conditions d’aridité (sécheresse, salinité,...) (Souayah et al., 1998) Atriplex halimus
est un Arbuste de 1 a 3 m de haut, trés rameux, formant des touffes pouvant atteindre 1 a 3 m de
diamétre. Les feuilles sont alternes, pétiolées, plus au moins charnues, couvertes de poils vésiculeux

blanchatres, ovales, assez grandes et font 2 a 5 cm de longueur et 0,5 a 1 cm de largeur.

Fig09: ATRIPLEX HALIMUS (kissa — boulhaf eddir; 2021)

1.1.CLASSIFICATION SYSTEMATIQUE
Régne: Plante

Sous-régne: Tracheobionta

Division: Magnoliophyta

Classe: Magnoliopsida

Sous-classe: Caryophyllidae

Ordre: Caryophyllales
Famille:Chénopodiaceae

Genre: Atriplex halimus (Benmansour, 2014)
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1.2.TOLERANCES

1" A. halimus résiste trés bien au froid méme au-dela de — 10°C. I'espéce est considérée conductivité
de l'ordre de 60 mmhos/cm), (basses plaines littorales, dépressions continentales comme halophyte
et croit dans toutes les zones gypseuses salées (Le houérou, 1993).

2. Presentation de la zone du prelevement(Tebessa)

Tébessa est situé a I’est des hauts plateaux et au nord-est des régions désertiques, bordé
a D’est par la république TUNISIENNE, et au nord par SOUKAHRAS, a I’ouest par états D’UM
AL-BOUAGHI, de KHENCHELA et au sud par I’état de L’OUED avec une superficie totale

estimée a 13878 Km?2.
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.—-40 m
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23

Climate Patterns

35°00'N

20 40km
m— —
8°00'E

Fig10: Carte bioclimatique de la w. de Tebessa
¢, Commune Morset- Elmallaha(région du nord)

@ Commune Boulhaf eddir- kissa( region médiane)
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3. SITES CHOISIS POUR LES PRELEVEMENTS

e T

OU _cLrseur

Algérie
N16 ..

Latitude
N35°27'3.5“ .

- Options

Figl2: parametres geologiques de site 01
4. Prélévement des échantillons du sol et des racines
La technique de prélévement consiste a enfoncer une spatule stérile dans le sol a

profondeur de 10 a 20 cm a proximité des racines et de placer les prélévements dans

des flacons stériles et étiquetés.Spécial pour le sol, puis couper les racines avec des
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ciseaux stériles et les mettre dans des flacons stériles et étiquetés pour les racines

contenant une petite quantit¢ d'eau distillée sterile(2mL).Nous avons répété ce

processus trois fois dans différentes zones du méme site.
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01 02
Fig13: Prelevements des echantillon du sol de la rhizosphere et les racines

5. Analyse chimique du sol

Afin de mesurer la teneur des sols étudiés en éléments NA, Ca et K, on agite trios
¢chantillons de 10g de chaque sol étudié dans 100 ml d’eau distillée pendant 5 min,
apres filtration par papier filtre, on récupere le filtrat de chaque échantillon pour doser
les minéraux ciblés : Na, Ca et K et pour mesurer la conductivité et le pH en utilisant

respectivement un spectrophotomeétre a flamme et un pH métre a électrodes.
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Fig 14: Les etapes d'analyse chimique du sol

6. Préparation des milieux et mise en culture
6.1 Les séries de dilutions

A T’aide d’une micropipette de 1000 ML, une série de dilutions (10 -1 a 10 -6 ) a été
préparée pour chaque échantillon en prélevant 1 g du sol et le placant dans 9 ml d’eau
distillée stérile dans un tube a essai stérile pour obtenir une dilution 10 -1 , puis on répéte
la méme opération en ajoutant 9 ml d’eau distillée a 1 ml de chaque dilution jusqu’a

I’obtention de la dilution 10 -6 .

La racine est lavée avec du hgcl2 et avec de I'eau distillée stérile dix fois pour assurer
I'élimination des bactéries de la rhizosphére . Nous prenons une section longitudinale

de la racine et la plagons au milieu de culture.

Fig 15: Les séries de dilutions

6.2. Stockage et préservation

1 ml de chaque souche isolée sera conservé a — 80°C dans des flacons Eppendorf
additionnés de glycérol pour des études ultérieures (longue durée) ; Le reste de I’inoculum
sera stocké dans des tubes a essai stériles a - 4°C pour favoriser leur viabilité et limiter les

risques de variations pendant les différents tests de notre étude (Botton et al. 1990).

7. 7.1.Préparation des souches
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26isolats potentiels de cultures pures des endophytes ont ¢té choisis pour subir les
différents tests, ces souches ont été repiquées sur le milieu NBRIP liquide et conservées a -
4°C.

7.2 Test de solubilisation du phosphate

On creuse 4 puits (répétitions) a I’aide d’une once de platine a la surface de chaque boite

de pétri contenant le milieu NBRIP agar, puis on dépose 10 uL de I’inoculum bactérien
dans chaque puits, ces boites sont incubées a 28°C pour 3 jours.La capacité de
solubilisation est déterminée d’apres 1’existence d’un halo transparent qui correspond a la
zone de lyse autour de la colonie bactérienne.Cette efficience de solubilisation est estimée
comme un indice :Diametre de solubilisation / Diameétre de croissance. (Gonzalez et al,

2018 ; Abiala et al,2015)

7.3 Test de solubilisation de potassium

10 pLL de chaque inoculum bactérien est transféré sur le milieu Aleksandrow, les boites
seront incubées a 30°C durant une période de 3 jours, la formation de zones claires prouve

une solubilisation du potassium (Meena et al, 2013)

Tableau 03 : Composition du milieu Aleksandrow (Meena et al, 2013)

Milieu Aleksandrow

Ingrédients g/l
-Mg SO 4 7.H 200,005
- Mica (source de K) 2,0

-CaHPO 42,0

-CaCO32,0

-Fe C130,1
- Glucose 5,0
- Eau distillée 1000 ml
pH 7,2+0,2

L’indice d’efficience de solubilisation est estimé comme suit :

Diametre de solubilisation (zone claire) / Diamétre de croissance de la colonie bactérienne.
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7.4 Test de production d’IAA

Les souches ont été inoculées dans un bouillon nutritif avec 500 pg ml -1 de tryptophane,
ces cultures ont été incubées a 28°C sous agitation constante de 150 t/min durant 4 jours,
elles seront centrifugées a 13400 t/min pour une durée de 10 min, Le surnageant est mixé
avec le réactif de Salkowski avec un ratio de 2:1, le tout est incubé dans ’obscurité totale
durant 75 min a une température ambiante, puis lu au spectrophotometre a 525 nm.

Tableau 04 : composition du milieu et du réactif du test de production d’TAA (Gonzalez et
al, 2018)

Le Bouillon nutritif Réactif de Salkowski
Ingrédients g/l Ingrédients ml
- Peptone 5,0 -FeCl3(0,5M)5
- Beef extract 3,0 -H2S04150
- Eau distillée 1000 ml - Eau distillée stérile 250
- pH 7,4+0,2

8. TEST API 20E

Apre les resultats des tests , 9 souches ont pu de produire I'AA et solubilisatuon du P
et du K nous les avons soumis au test API 20E pour connaitre leur noms scientifiques
dans la classification internationale , comme suite

Purification

Réensemensement des 9 souches dans le milieu de culture pour obtenir des
échantillons plus pure

Coloration de GRAM

Nous soumettons des échantillons pures a une coloration de GRAM (étapes en
annexe 01), 8 souches dont G (-) seront soumises au test API 20E. Le test est montré

dans fig 20
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1. ANALYSE DU SOL

TABLEAU 05: Tableau statistique des variances d'analyse du sol

Site 1 Site 2

Repetitions P1 P2 P3 P1 P2 P3
PH R1 7.83 7.98 8.00 7.69 7.43 7.43
R2 7.82 7.97 8.00 7.68 7.42 7.46

R3 7.91 7.72 8.00 7.73 7.34 7.5
Moyennes  7.85 7.89 8.00 7.70 7.40 7.46
Ecartype 0.05 0.15 0.00 0.03 0.05 0.04

Condictivite R1 147.1  136.6 213 1648 1691 329
R2 117 124.4 218 1738 1671 311

R3 125.8  157.2 209 1611 1762 333

Moyennes 129.97 139.40 213.33 1665.67 1708.00 324.33
Ecartype 15.48 16.58 4.51 65.32 47.82 11.72

2. Isolement des souches pures

L’isolement des souches a partir des dilutions allant de 10 -3 a 10 -6 nous a permis
d’isoler 26 isolats selon leur aspect macroscopique : couleur, forme, texture . Nous
avons constaté une grande diversité de colonies dans le milieu utilisé( GN solide )
réputés pour permettre la différenciation entre les especes du genre des endophytes,

par la mise en évidence de la production de pigments spécifiques.

3. Test de solubilisation du phosphate(SP)

Histograme des indices de solubilisation des phosphates par 1'isolat testés. La courbe
marqué revele une difference entre les indices de SP enregistrés par les 13 isolats
parmi les 26 testés ou elle atteint 1,00 comme valeur la plus élevée isolat A3 et de

0,32 comme valeur la plus basse isolat A11.
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Fig 17: histogramme des indices de solubilisation du phosphate par l'isolat testes
3.2. ANALYSE STATISTIQUE

L'analyse statistique a révelé une defference trés hautement significatives entre les indices de SP
enregistrés par les 13 isolats (tableau06) qui ont montre un pouvoir de solubilisation

Tableau 06: Analyse de la variance ISP

Source DL Som Car ajust CM ajust Valeur F  Valeur de p

Isolat isp 12 1,703 0,14192 1,87 0,088 NS
Erreur 26 1,972 0,07585
Total 38 3,675

4. Test de solubilisation du potassium ( SK ):

La fig 18, montre les 14 isolats qui ont pu solubilisation le k a partir du milieu conventionel

Aleksandrow l'isolat A11 a montré le plus important taux de solubilisation suivi
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Fig 18: histogramme des indices de solubilisation du potasium par l'isolat testes

L'analyse statistique a révélé une différrence trés hautement significative entr les isolats (p=
0,004 ) pour la solubilisation du potassium sur milieu Aleksandrow , regropés en 5 groupes
différents par le test de Tukey ( annexe n°2 )

TABLEAU 07: Analyse de la variance ISK

Source DL  Som Car ajust CM ajust Valeur F Valeur de p
Isolats ISK 13 0,7614 0,05857 3,25 0,004**
Erreur 28 0,5043 0,01801

Total 41 1,2657

5.Production d'IAA

L’ histogramme representant les concentration de production d'IAA par les isolats testes les
tests qualitatif (fig 19) marqué par le virage de la couleur du milieu du culture aprés 1'ajout
du réactif de Salkowski du rosatre au marron indique une nette production dTAA par 26
isolats parmis les 26 testés, en signalant que tous les isolats peuvent transaminer le
tryptophane en IAA avec des difféeants concentration.

Ceci nous pousse a juger la production d'TAA comme l'une des caractéristiques peincipales
des PGPRs comme 1'ont avancé Aron et al, 2011 , En signalant qu' Atriplex halimus est une
plante bactérienne de la rhizosphére produisent de 1'1AA , ainsi, I'application de tels micro-
organismes présents au nivau des racines d'Atriplex halimus sur le terrain augmente les
nivaux endogénes d'TAA de la plante et a donc un effet remarquable sur la croissance de

cette derniére
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Fig 19: histogramme representant les concentration de production d'TAA par les isolats
testes
L'analyse statistique a révélé une différence trés hautement significative entre les isolats pour
la production d'TAA regroupés par le test de Tukey en 5 groupes différents ( annexe n °2)

Tableau 08: Analyse de la variance [AA

Source DL SomCar CM ajust Valeur F Valeur
ajust de p
Isolats 25  0,3932 0,015726 3,64 0,000%**
Erreur 52 0,2245 0,004317
Total 77  0,6176

6.LES traits PGPR des isolats testés
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Fig 20: histogramme representant les traits PGPR chez les isolats testés
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Fig 21 : répartition proportionnelle des isolats selon les traits PGPR étudiés

7. Resultats du test API 20 E

v' Isolat A1:ACINETOBACTER Baunanii
Isolat A8: pantoea SSp3

Isolat A11: Providencia stuarti

Isolat B1: pantoea SSp2

Isolat C8: pseudomonas oryzibobitons
Isolat D1:Serratia ficaria

Isolat D5: pantoea SSp2

Isolat D7: pseudomonas oryzibobitons

D NN N N N NI
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Fig 22: Resultats du test API 20 E



CONLUSION

Cette contribution a isoler des PGPR a partir de la rhizosphere deATRIPLEX
HALIMUS, nous a permis d’identifier certaines bactéries caractérisées par des traits
PGPR intéressants. La majorité des bactéries isolées sont productrices d’TAA,
méme si le taux de production varie considérablement d’un isolat a ’autre. 13isolats
ont montré¢ un pouvoir de solubilisation du phosphate alors que 14 isolats ont pu
solubiliser le potassium, certains isolats ont méme réagit dans le milieu de
solubilisation de potassium modifi¢ caractérisé par des conditions plus stressantes. Ce

qui confirme la biodiversité des bactéries isolées de la méme rhizosphere.

On a pu identifier 8 souches a intérét agronomique, capables de produire
I’'TAA et de solubiliser le K et le P, ces souches-1a peuvent étre incorporées dans des
programmes d’amélioration des rendements des végétaux a large consommation en
les introduisant comme des biofertilisants pour faciliter I’absorption des minéraux et

réduire les besoins en engrais chimiques.

Il est tres judicieux de signaler que ce travail doit étre approfondi par des tests
sous serre en inoculant d’autres especes végétales par nos isolats a traits PGPR afin de
tester leur potentiel a promouvoir la croissance des plantes, a induire la tolérance aux
différents stress biotiques et abiotiques ainsi que la phytoremédiation des sols pollués

et dégradés.
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ANNEX 01

TEST API 20 E ( purification , coloration de GRAM)




ANNEX 02

Tableau 09 : Informations de groupement avec la méthode de Tukey et un niveau de
confiance de 95 %

Isolats | N | Moyenne | Groupement
ISK

A1l |3 | 08571 B

B1 3 108148 A |B

A8 3 0644

D9 3 0620

D5 3 | 05944

D7 3 |0,5833

A3 3 10545

Cc7 3 | 05417

Al 3 | 04944

D4 3 | 04815

Cé 3 | 04815

9 3 | 04398

D1 3 | 04259

C8 3 103631 C

Les moyennes ne partageant aucune lettre sont significativement différentes.

Tableau 10 : Informations de groupement avec la méthode de Tukey et un
niveau de confiance de 95 %

Isolats | N | Moyenne | Groupement
D7 3 | 03018 A

B10 3 | 02673

B2 3 | 02672

All 3 |0,2438 A |B |C
C5 3 | 02363 A |B |C
c8 3 10216 A |B |C
D3 3 | 02140 A |B |C
Bl 3 101720 A |B |C
B12 3 | 01691 A |B |C
9 3 ] 01494 A |B |C
Cé 3 101388 A |B |C
D2 3 101234 A |B |C
D9 3 101226 A |B |C
A8 3 101221 A |B |C
A6 3 | 01200 A |B |C
D4 3 | 01058 A |B |C
D5 3 ] 01049 A |B |C
c7 3 101014 A |B |C
C1 3 | 0,09348

D10 3 | 0,09295

D6 3 | 0,0902

D1 3 | 0,0815

Al0 3 | 00781

Al 3 | 0,0614

A3 3 | 0,0594

A4 3 ] 0,0501

Les moyennes ne partageant aucune lettre sont significativement différente



