République Algérienne démocratique et populaire

Ministére de L’enseignement Supérieur E

et de la Recherche Scientifique
UNIVERSITE ABBES LAGHROUR KHENCHELA
FACULTE DES SCIENCES DE LA NATURE ET DE LA VIE
DEPATEMENT DE BIOLOGIE MOLECULAIRE
ET CELLULAIRE
MEMOIRE
Présenté en vue de 1’obtention du diplome de Master Académique
Filiére : Sciences Biologiques
Spécialité : Microbiologie Appliquée

Théme

Etude de quelques parametres favorisant
la croissance des plantes chez les bactéries
rhizosphériques.

Présenté Par :

» ATMANE Khadidja

» HASBI Ikram

» NOUACER Marwa Yassmine
Devant le jury compose de :

Président : Dr. HALASSI Ismahan
Encadreur : Dr. DALLI Youcef
Examinateur : Melle. CHORFI Keltoum

Année universitaire : 2023- 2024




Remerciements

Au terme de ce travail, nous tenons tout d’abord a remercier
ALLAKH [e tout puissant et miséricordieux de nous avoir donné le
courage et la volonté durant toutes ces années d étude, afin que nous

puissions achever ce travail.

En second [ieu, nous avons Chonneur et le plaisir de présenter nos
sincéres remerciement d notre encadrant Dv. DALLT Youcef pour
ces orientations, sa disponibilité, et ces conseils précieux qu’il nous a

prodigués tout au long de la réalisation de ce travail.

Nous adressons nos réels remerciements aux membres du jury de

nous avoir fait Chonneur de juger notre travail.

Nos remevciements les plus chaleureux da toute Léquipe du
laboratoire de (université spécialement Madame Sarra et monsieur

Abdenor pour la confiance et Laide qu’ils nous ont accorde.

Afin de n'oublier personne, on remercie nos enseignants pour tous
les efforts et les conseils inestimables et nos amis qui nous ont

apporté leur soutien moval et intellectuel.



Dédicace

Louange a dieu, par la grdce duquel les bonnes actions sont

accomplies.

Je dédie ce modeste travail qui est le fruit de plusieurs Années
d'étude d ceux qui, quels soient les tevmes embrassés, je n'arriverais

jamais d leur exprimer mon amour sincere

A Chomme, mon précieux offre du dieu, qui doit ma vie, ma réussite

et tous mon respect : mon cher pére M’ hammed.

A la femme qui a souffert sans me laisser souffrir, qui n’a jamais dit
non d mes exigences et qui n'a épargné aucun effort pour me rendre

heureuse : mon adorable mére Mimia.

A mes chéres sceurs Hadjer, Latifa, Ahlam, Souad, Ghania, Doudou,
Hakima et mon fiancé Riadh qui n'ont pas cessée de me conseiller,
encourager et soutenir tous au long de mes études. Que Dieu les

protége et leurs offre la chance et le bonheur.

A mes merveilleux neveux et niéces Sadoula, Elya, Azhar, Alae,
Younes, Baraa, Nibras, Zayd, Saad, Mouka, Rachad, Israa, Orkidia,

limas, Safia, ...
Qui savent apporter la joie et le bonheur pour toute la famille.

A tous mes amis, spécialement mon jumeau Romi, et sans oublier ma

copine Nada et trio Ikram et Marwa Yassmine.

Khadidja



Dédicace

Je dédie ce travail da Chomme qui a pris ma main avant dix-sept ans
a Lécole pour ma premiére année et qui est absent aujourd’ hui pour
ma soutenance, d mon ceeur, qui a toujours cru en moi, a ma force
aux moments de faiblesse et ma vie, « Papa ».

Jespére qu'Allah te garde dans son vaste paradis, Je t'aime
enormeément.

A la plus chére au monde, ma Mére la lumiére de ma vie, la source
de mes efforts pour son amour, qui m’a toujours encourageé durant
toutes mes années d’études.

Avec fierté et honneur, A mon frére Akram pour ses
encouragements constants.

A tous mes fréres et mes sceurs, A ma niéce soula.

A tous les membres de ma famille, mes cousines lamis, imene, chahi,
nour et malak, salsabille, yassmine, ablla.

A ma belle cousine : fatima, je n'oublierai jamais les merveilleux
moments qu'on a passés ensemble !

A mes trés chers meilleurs amis : Wisseme, Salsabille, Rayane,
Marwa, Khadidja, Chaima.

A mes collégues de promotion Microbiologie Appliquée
Et bien sur d moi-méme.
A tous ceux que jaime

LOVF U ALL

Tkram



Dédicace

Avant tout chose, je remercie Dieu, Le Tout Puissant, pour m'avoir
donnée la force et la patience.

Je dédie ce modeste travail :

A Chomme de ma vie, mon exemple éternel, mon soutien moral et
matériel tout au long de ma vie, dans les moments difficiles et dans
mes années d études, ma source de joie et de bonheur, celui qui s’est

toujours sacrifié pour ma réussite. Que Dieu te procure une bonne

santé et une longue vie mon trés cher Papa.

A lumiére de mes jours, la source de mes efforts, la flamme de mon

coeur, ma vie et mon bonheur, celle qui m’'a transmis le courage et

Camour, pour sa tendresse et pour ses encouragements durant mon
parcours, d ma trés chére Maman que jadore.

A mes chéres seeurs Hadil et Ghofrane Vous avez toujours été d mes
cotés pour me remonter le moral dans les moments les plus difficiles,
mevci pour votre amour et votre encouragement.

A tous les membres de ma famille, mes cousines et mes cousins.

A mes trindmes « Khadidja ET Ikvam ». Pour les bons moments
passés ensemble.

A tous mes amis (es) : donia, rayen, chaima, ikvam, khadidja...

A tous mes collégues de (a promotion 2éme année Master Biologie,
spécialité « microbiologie appliqué ».

Et bien sur d moi-méme.

A ceux que je n'ai pas cité mais que je porte toujours dans mon
ceeur.

Marwa Yassmine



Résumé

La rhizosphére abrite plusieurs genres bactériens reconnus pour étre capable
d’améliorer la croissance des plantes, parmi ceux-ci les PGPR (Plant Growth Promoting

Rhizobacteria).

Cette ¢tude a été menée sur les PGPR dont les (Pseudomonas spp. fluorescents et
actinobactéries) isolés de la rhizosphére d’olivier (Olea europea), des tests d’activités

promotrice de croissance des plantes ont été entrepris.

Les résultats obtenus ont montré que 100% des isolats sont capables de fixer I’azote,
de produire ’'HCN (acide cyanhydrique) et I’acide indole 3-acétique avec des valeurs qui

peuvent atteindre (38.84pg/ml), une absence de solubilisation de phosphore a été enregistrée.

L’activité antagoniste vis-a-vis des champignons phytopathogénes indique que les
deux types d’isolats possédent une activité inhibitrice vis-a-vis Alternaria sp, Aspergillus

niger, Aspergillus sp. et Penicillium sp. avec des pourcentages variés.

Le test sur la germination des graines de blé¢ a démontré que plus de 55% des isolats
ont améliorés le taux de germination avec un taux supérieur a 60%. Ces tests réalisés ont
permis de conclure qu’un bioinoculum peut étre développé a base de ces bactéries de la
rhizosphére a savoir Pseudomonas spp. fluorescent et actinobactéries de par leurs capacités
fortes a améliorer la croissance des plantes. Ainsi de limiter 1’utilisation accrue d’engrais

chimiques néfaste a I’homme et a I’environnement.

Mots clés : PGPR, phosphate, azote, HCN, Bioinoculum.



Abstract

Several rhizospheric bacterial groups are known to be able to aid plant growth and are

classified as PGPR (Plant Growth Promoting Rhizobacteria).

This study was conducted on this category of bacteria such as (Pseudomonas spp.
fluorescents and actinobacteria) isolated from the olive rhizosphere (Olea europea). These

have been tested of activities promoting plant growth.

The results obtained showed that 100% of the isolates are capable of producing
phytohormone (3-acetic indole acid) with values that can reach (38.84ug/ ml), an absence of
phosphorus solubilization was recorded for all isolates, but 100% of them are able to fix

nitrogen and produce HCN (cyanhydric acid).

Antagonistic activity against phytopathogenic fungi indicates that both isolates have
inhibitory activity against Alternaria sp, Aspergillus niger, Aspergillus sp. and Penicillium

sp. with various percentages.

The wheat seed germination test showed that more than 55% of the isolates improved
the germination rate with percentages greater than 60%. These tests have concluded that a
bioinoculum can be developed based on rhizosphere bacteria such as Pseudomonas spp.
fluorescent and actinobacteria due to their strong ability to improve plant growth. Thus, to
limit the increased use of chemical fertilizers known to be harmful to man and the

environment.

Keywords: PGPR, Phosphate, nitrogen, HCN, Antagonistic effect, Bioinoculum.
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Introduction

Introduction

La rhizosphére est une zone trés riche en nutriments, constituant une niche écologique
stimulatrice de diverses activités microbiennes (Bravin, 2008), les exsudats libérés par les
racines des plantes sont la principale source de nutriments pour les micro-organismes et
contribuent en tant que force motrice pour améliorer leur densité de population et leurs
activités ((Marschner et al., 2001 ; Raaijmakers et al., 2002). Parmi les microorganismes
¢tablissant une symbiose associative avec la plante, se trouve un ensemble de bactéries
qualifiées de PGPR (Rhizobactéries promotrices de la croissance des plantes) pour leurs

effets stimulateurs de la croissance des plantes qu’elles colonisent. (Qureshi, 2012).

Les PGPR sont également tres intéressantes en agriculture. Les plantes colonisées par ces
bactéries expriment des phénotypes végétaux uniques qui montrent une augmentation de la
masse des racines et des pousses, une meilleure absorption des nutriments et une atténuation
du stress. De plus, les microbes peuvent fixer 1’azote et le phosphate pour ’utilisation des

plantes (Behl et al., 2012 ; Calvo et al., 2014 ; Moenne-Loccoz et al., 2011).

Aujourd’hui les sols sont de plus en plus contaminés et moins fertiles. Ils sont exposés
aux problémes d’érosions, salinisation et manque de précipitations. Les recours a I’utilisation
de bio-engrais a base de PGPR pourront étre une solution durable prometteuse et
respectueuse a I’environnement permettant aux plantes de survivre dans les conditions rudes

ainsi d’augmenter leur rentabilité.

L’objectif de notre présente étude consiste a isoler et sélectionner les bactéries les plus
performantes de la rhizosphere d’Olea europea, d’évaluer leur effet PGP au laboratoire tel
que la production de phytohormones (acide indole acétique), fixation d’azote, solubilisation
de phosphate, production d’HCN, de tester 1’effet antagoniste vis-a-vis des champignons

phytopathogenes puis expérimenter I’effet de leurs inoculations sur la germination de blé.

Pour bien structurer notre travail nous I’avons divisé en trois parties, la premicre
représente une revue bibliographique rassemblant des sources documentaires sur la
rhizosphére ainsi que les rhizobactéries favorisant La croissance des plantes (PGPR). La
deuxiéme partie décrit les méthodes employées pour I’isolement et la caractérisation des
rhizobactéries. La troisiéme partie présente et discute les résultats obtenus. Et enfin La

conclusion finale exposera les grandes lignes de notre recherche.
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1. Généralité sur la rhizosphére

1.1. La rhizosphére

La rhizosphére est la zone du sol entourant les racines des plantes ou se produisent des
interactions complexes avec les micro-organismes du sol et les minéraux. Il s’agit d’un
écosysteme microbien hautement dynamique et riche en nutriments dans lequel des micro-
organismes bénéfiques tels que des bactéries, des champignons et des protozoaires jouent un
role essentiel dans la santé¢ des plantes (Philippot et al., 2013). C’est un environnement
chimiquement complexe qui abrite une communauté microbienne remarquablement
diversifiée (Chepsergon et Moleleki, 2023)

Les micro-organismes de la rhizosphére interagissent avec les racines des plantes de
diverses manicres, notamment en aidant a la décomposition de la matiére organique, en
fixant 1'azote atmosphérique, en dissolvant les minéraux du sol et en protégeant les plantes
contre les agents pathogénes. Ces interactions favorisent la croissance et le développement
des plantes en améliorant I’absorption des nutriments, en augmentant la résistance aux

maladies et en favorisant la structure du sol (Donald et al., 2003).

1.2. La compartimentation de la rhizosphére

La rhizosphere relie les plantes et le sol, en fonction de la proximité de la racine, la
niche écologique peut étre classée en trois régions distinctes : la rhizosphére de sol, le
rhizophages et I’endospheére (Liang ef al., 2024). Ils sont définis comme suit : la rhizosphere
est le sol prés de la surface de la racine, le rhizoplane est la surface de la racine, et
I’endosphere est la racine intérieur (Lan et al., 2023). L’endosphére se compose de microbes
qui vivent a I’intérieur des tissus végétaux pendant au moins une partie de leur cycle de vie.
Les communautés microbiennes du rhizoplane et de I’endosphére sont affectées par la racine
de la plante. Les microbes de la rhizosphere, du rhizoplane et de I’endosphére constituent le

microbiote racinaire (Tang et al., 2023).
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Figure 01 : Représentation schématique des zones de la rhizosphere (Lepinay, 2013)

1.3. La communauté microbienne de la rhizosphére

La communauté microbienne de la rhizosphére se référe a l'ensemble des
microorganismes notamment des bactéries, des champignons, des protozoaires et des virus,
qui vivent dans la zone du sol directement affectée par les racines des plantes. Cette zone est
caractérisée par une activité biologique intense en raison des nombreuses substances
excrétées par les racines des plantes, telles que les sucres, les acides organiques et les
composés phénoliques. La ou les microorganismes jouent un réle crucial dans le cycle des
¢léments nutritifs du sol, en particulier dans la disponibilit¢ des nutriments pour les plantes

(Mendes et al., 2013).

1.4. Les bactéries rhizospheriques

Les rhizobactéries, connues sous le nom de bactéries de la rhizosphére, peuvent
coloniser les racines des plantes, que ce soit a I’intérieur ou a I’extérieur, et peuvent se diviser
entre celles qui entretiennent une relation symbiotique avec la plante et celles qui ne le font
pas. (Kloepper ef al., 1989).

Les rhizobactéries sont per¢cues comme des microorganismes microbiens efficaces dans
la zone racinaire. L’association plante-microbe peut avoir un effet positif, neutre ou négatif

sur la croissance des plantes. Certaines bactéries inhibent la croissance tandis que d’autres
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la stimulent. Ces derniéres sont souvent mentionnées comme des rhizobactéries promotrices
de la croissance des plantes ou Plant Growth Promoting Rhizobacteria (PGPR). (Kloepper
et al., 1989 ; Zahir et al., 2004 ;Peter et al., 2015 ; Beauchamp,1993).

2. Importance des Plant Growth Promoting Rhizobacteria (PGPR)

2.1. Les mécanismes d’action des (PGPR) sur la plante
Les mécanismes d’action des PGPR ont été¢ traditionnellement regroupés en
mécanismes directs et indirects. La différence entre les deux n’est pas toujours évidente. Les
mécanismes indirects sont, en régle générale, ceux qui se produisent en dehors de la plante,
tandis que les mécanismes directs sont ceux qui se produisent a I’intérieur de la plante et qui

affectent directement son métabolisme (Antoun et Prévost, 2006).

2.1.1. Les mécanismes directs
Les Plant Growth Promoting Rhizobacteria (PGPR) participent a augmenter la
disponibilit¢ des nutriments et des phytohormones dans la rhizosphére, ceci stimule
directement le développement et la croissance de la plante, les mécanismes les plus

important sont cités ci-dessous.

2.1.1.1. La fixation d'azote (N)

L'azote constitue environ 2% de la mati¢re seche totale d’une plante est essentiellement
nécessaire a la croissance des plantes. Les plantes ont besoin de N pour la synthése d'acide
nucléique, de protéines et d'enzymes (Bano et Igbal, 2016). Bien qu'il y ait environ 78% de
N2 dans l'atmosphere, il est indisponible pour les plantes en croissance (Kim et Rees, 1994).

Le N2 atmosphérique est converti en formes utilisables par la plante par la fixation
biologique des bactéries en utilisant un systéme enzymatique complexe appelé nitrogénase
(Kim et Rees, 1994). Les bactéries fixatrices de 1’azote ont la capacité de récupérer 1'azote
atmosphérique et de le fournir aux plantes par deux mécanismes ; symbiotiques et non
symbiotiques (Munees et Mulugeta, 2014).

La fixation d'azote symbiotique 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 I’azote (Kim et Rees, 1994).
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2.1.1.2. La solubilisation du phosphate
Le phosphore est un autre ¢lément important requis pour le développement de la plante
(Malhotra et al., 2018). Il est impliqué dans les aspects de la croissance des plantes, y
compris la formation d’acides nucléiques, la synthése des protéines, la croissance des tissus,
la division cellulaire et la conversion énergétique (Mahler, 2004).
Cependant, les composés phosphatés sont disponibles sous une forme insoluble en
agriculture. Les bactéries rhizosphériques solubilisant le phosphate pourraient étre une
source prometteuse comme agents bio fertilisants dans l'agriculture (Sharma et al., 2007).
Les rhizobactéries favorisant la croissance des plantes produisent des acides organiques,
I’acidification du sol transforme le phosphore inaccessible en formes accessible pour la
plante (Alori et al., 2017). Plusieurs types de PGPR comme Arthrobacter, Bacillus,
Enterobacter, Flavobacterium, Microbacterium, Pseudomonas, Rhizobium, Rhodococcus et
Serratia ont déja été signalés comme solubilisant phosphatés (Raj et al., 2014 ; Bechtaoui et
al., 2019 ; Maldonado et al., 2020 ;Ahmed et al., 2022) Azotobacter, Beijerinckia,
Enterobacter, Serratia, Burkholderia, Microbacterium, Bacillus, Pseudomonas, Rhizobium,
Erwinia, et Flavobacterium sont parmi les genres bactériens les plus importants pour la

solubilisation des phosphates du sol. (Bhattacharyya et Jha 2012).
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Figure 02 : Mécanismes d’actions des bactéries solubilisant les phosphates (Khan et
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2.1.1.3. La solubilisation du potassium

Les plantes ont également besoin de potassium comme macronutriment. Le potassium
est essentiel pour le développement des plantes, a la fois biochimiquement et
physiologiquement (Hasanuzzaman et al., 2018). Cependant, la majorit¢ des minéraux
contenant du potassium se trouvent dans le sol sous une forme permanente qui sont
difficilement éxploités pour la plante (Khanna et al., 2019).

Certains microorganismes rhizosphériques, comme les bactéries solubilisatrices du
phosphore, solubilisent la forme insoluble du potassium et la libérent sous une forme que la
plante peut utiliser pour son propre développement et production (Wang et al., 2020). Les
PGPR utilisent divers procédés, y compris la chélation, excrétion d’acide organique,
réduction, acidolyse et échange (Wang et al., 2020). Bacillus edaphicus, Acidithiobacillus
ferrooxidans, Burkholderia spp., B. mucilaginosus spp., Pseudomonas spp, et Paenibacillus

spp. font partie de ces especes microbiennes (Han et Lee, 2006).

2.1.1.4. La production de phytohormones

Les Plant Growth Promoting Rhizobacteria (PGPR) produisent des phytohormones
favorisent directement la croissance des plantes en modulant les niveaux endogenes
d’hormones végétales, en augmentant 1’absorption des nutriments et en améliorant la
tolérance des plantes au stress (Kejela, 2024).

Elles peuvent synthétiser, ou moduler les concentrations de plusieurs phytohormones
(Rehman et al., 2020). Ces phytohormones sont trés importantes parce qu'elles agissent
comme des signaux de communication entre la plante hote et sa microflore (Tsavkelova et
al., 2006). Elles sont des molécules de signal qui jouent un rdéle important en tant que
régulateurs au cours des différentes étapes de la croissance et du développement des plantes
(Kang et al., 2015).

Les principales phytohormones produites par les diverses rhizobactéries sont : L’acide
indole-3-acétique (AIA), une hormone végétale clé impliquée dans la régulation de divers
processus physiologiques, joue un rdle crucial dans la croissance et le développement des
plantes (Kejela, 2024).

L’AIA sert de molécule de signalisation, influengant I’expression de géne dans diverses
bactéries, soulignant son role critique dans les interactions rhizobactéries-plantes. Elle agis
en tant que molécule de signalisation est associée aux mécanismes de défense des plantes

contre diverses bactéries phytopathogenes (Ghosh ef al.,2024) .
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L'AIA peut étre utilisée a la fois comme inhibiteur et comme stimulateur. La quantité
d'AIA requise pour favoriser la croissance des plantes est fortement influencée par les types
de plantes et de bactéries (Rehman et al., 2020). Le rdle de I’AIA dans la stimulation de la
croissance est obtenu en limitant I'effet de la bactérie par 1’application directe de I’ AIA sur

les racines (Kloepper et al., 2004).

2.1.1.5. La production de sidérophores
Les sidérophores (sidéro = fer ; phoros = transport) (Rossum et al., 1994) sont des
métabolites chélatants du fer de faible poids moléculaire produits par plusieurs groupes de
microorganismes rhizosphériques, y compris les bactéries et les champignons, et jouent
plusieurs roles fonctionnels dans des conditions limitant le fer (Shirvani et Yahaghi, 2022).
Le fer est un élément essentiel de croissance minérale pour la plante. Par conséquent, Fe3+
doit d’abord étre réduit en Fe2+avant d’étre absorbé par la plante. Une fois le Fe3+ chélaté
a la surface de la racine, le complexe phytosiderophore-Fe est directement assimilé (Benaissa
et History, 2019).

Les bactéries produisent fréquemment des sidérophores, Le sidérophore libére le Fe2+
dans la cellule par un mécanisme de synchronisation qui relie les membranes interne et
externe lorsque le complexe sidérophore-Fe3+ présent sur la membrane des rhizobactéries
il est réduit en Fe2+ (Manzari et al., 2024). Les Pseudomonas spp. Sont les bactéries les
plus communes signalées pour produire sidérophores. Les sidérophores produits par les
PGPR aident également dans la suppression des agents pathogénes de plante comme les
champignons en limitant I’acces du fer a I’agent pathogéne car le complexe de fer-

sidérophore n’est pas absorbé par les champignons (Surojit, 2022).

2.2. Les mécanismes indirects

2.2.1. L'antibiose
L'antibiose est une activité antagoniste provoquée par des antibiotiques, résulte de
I’activit¢ de composants toxiques pour le pathogeéne (tel les phénazines ou le 2,4-
diacetylphloroglucinol) synthétis¢é par les populations de Plant Growth Promoting
Rhizobacteria (PGPR). L’antagonisme microbien résulte a la fois de la compétition qui
s’exerce en particulier pour les composés organiques du fait de la forte densité de
microorganismes hétérotrophes dans 1’environnement oligotrophe que constitue le sol. Elle

s’exerce également pour le fer (Fe3+) qui est essentiel pour le métabolisme des plantes et
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des microorganismes (surtout ceux qui sont aérobies) alors que sa biodisponibilité est faible

dans les sols cultivés (Stengel et al.,2009).

2.2.2. La résistance systémique induite (RSI)

Certains PGPR induisent une résistance chez les plantes sous attaque des pathogénes,
comme les champignons ou les nématodes, stimulant une réponse appelée résistance
systémique induite ou RSI (Hyder ez al., 2023)

La résistance induite fait référence a la capacité améliorée d’une plante a se défendre contre
une variété diverse de parasites apres avoir été stimulé de facon appropri¢e (Kamal et al.,
2014).

La résistance systémique induite s'est avérée étre induite par des microorganismes vari€s
et plus particulierement par des rhizobactéries. Celles-ci incluent des bactéries Gram+ ou
des bactéries Gram- qui sont les plus étudiées dans le contexte de résistance systémique
induite 1'ISR. Ainsi, l'induction des rhizobactéries produisent un signal qui se propage de
facon systémique a l'intérieur de la plante et augmente la défense, et la capacité des tissus
d’¢loigner l'infection causer par les agents pathogenes, (Jourdan et al., 2008 ; Benhamou et

Rey, 2012).
3. Exemples de Plant Growth Promoting Rhizobacteria (PGPR)

3.1. Les Pseudomonas spp. Fluorescents

Les Pseudomonas spp. forment un large groupe colonisant le sol, les plantes et 1’eau.
Ces bactéries Gram négatives, non sporulantes, sont des aérobies obligatoires, a I’exception
de certaines pouvant utiliser le NO3; comme accepteur d’électrons. Leur mobilité est assurée
par plusieurs flagelles polaires, elles ont un métabolisme mésophile chimioorganotrophe, et
la plupart étant des saprophytes (Bossis et al., 2000).

Les Pseudomonas spp, principalement 1’espeéce P. fluorescens, sont connues depuis
longtemps pour leur aptitude a réduire I’incidence des maladies racinaires, ainsi qu’a inhiber
la croissance d’un grand nombre d’agents phytopathogénes. Cette capacité d’inhibition peut
se faire selon plusieurs mécanismes incluant la production d’une large gamme de métabolites
a effet antagoniste vis-a-vis des microorganismes phytopathogenes ou déléteres (Kim et al.,

2004).
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3.1.1. La production d’Acide Indole 3 Acétique (AIA)

Les Pseudomonas spp. fluorescents peuvent stimuler la croissance des plantes en
produisant de 1'acide indole 3-acétique (AIA) (Patten et Glick, 2002), qui constitue une
hormone primordiale pour le développement des plantes en favorisant la croissance
racinaire, I’augmentation du nombre des racines secondaires et les poils absorbants sont les

principales raisons de I’amélioration du rendement (Khakipour et al., 2008).

3.1.2. La solubilisation du phosphore

Le phosphore est un élément essentiel pour les plantes, représentant jusqu'a 0,2 % de leur
poids sec. Seulement 10 a 25 % du phosphore introduit sous forme d'engrais chimiques est
utilisé par les plantes, car elles ne peuvent absorber que les phosphates inorganiques. La
concentration de phosphates inorganiques dans le sol est généralement faible en raison de la
présence majoritaire de phosphore sous des formes insolubles (Abouseud et al., 2009 ; Park
et al.,2009).

Des bactéries telles que Pseudomonas spp. fluorescents ont la capacité de solubiliser le
phosphore en produisant des acides organiques et des enzymes. Ces acides organiques
abaissent le pH du sol, libérant ainsi le phosphore li¢ aux composés insolubles. Cette bactérie
produit également des enzymes appelées phosphatases qui décomposent les composés
organiques de phosphore en formes inorganiques absorbables par les plantes. Cela favorise
la croissance des plantes en rendant le phosphore disponible pour leur absorption, améliorant

ainsi la fertilité du sol (Guillou ,1994 ; Park et al., 2009).

3.1.3. L’activité antagoniste

Les Pseudomonas spp. Sont des colonisateurs massifs de la rhizosphére de diverses
plantes cultivées et ont une activité antagoniste a large spectre contre les agents pathogenes
des plantes. L’ antibiose est une des activités par (la production de composés inhibiteurs).
Certains Pseudomonas spp. Ont été reconnus comme antagonistes des pathogénes fongiques
des plantes et des producteurs d’antibiotiques. Les Pseudomonas spp. fluorescents
appartiennent aux rhizobactéries favorisant la croissance des plantes (PGPR), sont un groupe
important de bactéries qui jouent un réle majeur dans le contréle biologique des agents
pathogenes. (Ganeshan et Kumar, 2005)

La capacité de Pseudomonas spp. fluorescents a supprimer les pathogenes fongiques

transmis par le sol dépend de leur capacité a produire des métabolites antibiotiques tels que

10
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le pyrrolnitrine, la phénazine 1-acide carboxylique et 2, 4-diacétyl phloroglucinol(Koche et

al., 2013).

3.2. Les Actinobactéries

Les actinobactéries sont des procaryotes fortement cosmopolites qui comprennent a la
fois des bactéries en forme de batonnet et filamenteux. Le coefficient de Chargaff chez ces
bactéries est élevé avec un GC% supérieur a 55%. La majorité des actinobactéries sont
hétérotrophes et généralement mésophiles, saprophytes, aérobies stricts ou micro aérophiles.
Quelques especes sont considérées comme pathogenes pour 1’homme et pour les plantes
(Boukahili et al., 2020). De nombreuses especes ont été isolées a partir des environnements

extrémes (Ensinger et al., 1993 ; Wattre et al., 2001).

3.2.1. Production d’Acide Indole 3 Acétique (AIA)

Les actinobactéries ont des effets positifs pour le développement des végétaux ce qui
favorisent la croissance des plantes en produisant des régulateurs de croissance. La
production des phytohormones telles que les auxines, sont un groupe de composées
posseédent un noyau indole. L’acide indole acétique (AIA) est le principale type d’auxines
naturelles (Goudjal ef al., 2015). Il a un effet positif sur le développement de la plante,
I'élongation, la formation des fruits, la réponse aux facteurs environnementaux comme les
blessures et la lumiére ainsi que le développement des organes (Chloe, 2006).

L’AIA peut agir comme régulateur endogéne de la germination des spores de
Streptomyces et peut étre impliquée dans la différenciation des actinobactéries (Manulis et
al., 1994). Le genre Streptomyces, Frankia sp, Nocardia sp, Kitasatospora sp. Ont été
largement étudiés en tant que producteurs d’AIA (Bhatti ez al., 2017).

3.2.2. La solubilisation du phosphore

Les bactéries solubilisatrices du phosphate (PSB), y compris Actinobactéries, pourraient
augmenter la disponibilité du phosphate soluble par divers mécanismes tels que la
production d’acide organique de faible poids moléculaire, ainsi que la production de groupes
hydroxyle et carboxyle, servant d’agent chélatant des cations principalement le Sa liés au
phosphate, les convertissant en formes solubles. D’autres actions sont impliquées, dites
enzymatiques telles que la phosphatase et la phytase. Bien qu’il semble que 1’action majeure

d’actinobactéries aient enzymatique (Boukhatem et al.,2022).
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Les actinobactéries solubilisants le phosphate sont souvent associés a la production de
régulateurs favorisant la croissance des plantes, augmentant I’efficacité de la fixation

biologique de I’azote ou améliorant la disponibilité d’autres oligo-¢éléments tels que le fer.

3.2.3. L’activité antagoniste

Plusieurs microorganismes rhizosphériques agissent comme des biostimulants et
présentent des propriétés antagonistes contre nombreux agents pathogenes (Djebaili ef al.,
2021). L’antagonisme est défini comme un mécanisme d’action basé principalement sur
I’activité inhibitrice directe entre deux microorganismes (Bhatti et al., 2017). Les
actinobactéries sont connus pour leur grand potentiel de production de métabolites
secondaires, et ces caractéristiques pourraient contenir diverses enzymes et effets
antagonistes (Dede et al., 2020). IIs sont des producteurs de métabolites spécialisés, parmi
lesquels de nombreux antibiotiques. D’autres actinobactéries ont été signalés pour inhiber le
développement d’un large éventail de champignons phytopathogénes (Abdelrahman et al.,
2022).

La grande majorité des antifongiques naturels est synthétisés par les Streptomyces qui sont
bien connues comme agents de biocontroles inhibant plusieurs champignons pathogénes (EI-
Tarabily et al., 2000). Celles-ci produisent environ 8700 antibiotiques (berdy et al., 2005).
Ainsi que de nombreux métabolites secondaires tels que les inhibiteurs enzymatiques

(Bekmukhamedova et al., 2023).

4. L’olivier Olea europea L. une espéce a multiples intéréts socioéconomiques

4.1. Caracteéres généraux

L’olivier ou Olea europea L. est un arbre méditerrané par excellence, se distingue des
autres especes fruitieéres par sa grande longévité et €également par sa grande rusticité qui lui
permet de se développer et de fructifier méme sous des conditions d’environnement
extrémes, C'est un arbre a grand développement, a feuilles persistantes, avec un tronc de 1.5
a 2 m de diamétre et d’une hauteur qui peut dépasser 10 a 15 métres (Loussert et Brousse,

1978).

4.2. Taxonomie
L'espéce Olea europaea L. est nommée par Linné en raison de son aire géographique.
C’est l'unique espece du bassin méditerranéen représentative du genre Olea et la seule espece

portant des fruits comestibles. (Green et wickens, 1989).
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Argenson et al (1999) ont adopté la classification suivante :
Embranchement : Spermaphytes.
Sous-embranchement : Angiospermes.
Classe : Dicotylédones.

Sous-classe : Terebinthales.

Ordre : Lamiales

Famille : Oléacées.

Sous-famille : Oleoidées.

Genre : Olea L.

Espéce : Olea europaea L.
Sous-espece : Olea euromediterranea.

Variété : sativa.

4.3. Distribution dans le monde

L'olivier est aujourd'hui cultivé dans toutes les régions du globe se situant entre latitudes
30° et 45° des deux hémispheres, des Amériques (Californie, Mexique, Brésil, Argentine,
Chili), en Australie et jusqu'en Chine, en passant par le Japon et I'Afrique du Sud. On compte
actuellement plus de 900 millions d'oliviers cultivés a travers le monde, mais le bassin
méditerranéen est resté sa terre de prédilection, avec pres de 95% des oliveraies mondiales

(Benhayoun et Lazzeri, 2007).

4.4. Distribution en Algérie

L’oléiculture est la premiere richesse arboricole de I'Algérie. Elle constitue une source de
subsistance pour de nombreuses familles. L’oliveraie occupe 45% du verger arboricole total
et compte 32 millions d’arbres dont 80% sont destinés a la production d’huile d’olive
(Mendil, 2009). La superficie oléicole algérienne a connu une 1égere progression en 2014
passant de 348196 ha en 2013 a 383443 ha, soit une évolution de 10%. La production d’huile
d’olive, quant a elle, est passée de 429 980 hl en 2013 2479700 hl en 2014, soit une évolution
de 11.5%. L’Algérie se place ainsi au 8¢me rang mondial (Cheikh, 2016).

4.5. Intérét économique
L’olivier est considéré donc comme étant une plante aromatique et médicinale, réservoir
de composés naturels aux effets bénéfiques. Certains composés identifiés dans les extraits

de feuilles, tels que les composés phénoliques sont doués d’activités biologiques
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extrémement importantes. (Djenane, ef al. ,2012). La production de I’huile d’olive est une
activité économique et socio industrielle trés importante pour les pays de la région
méditerranéenne (Baeta-Halla et al.,2005 ; Albuquerque et al., 2007). Elle est I'une des
huiles végétales les plus anciennes et la seule qui peut étre consommeée sous sa forme brute
sans traitement préalable. Ces bienfaits ont été liés I'un ou l'autre a sa composition en acides
gras, ou l'acide oléique est le composant principal et/ou a la présence des biomolécules
mineures, telles que les vitamines et les antioxydants naturels (Bedjaoui et Bensalem, 2012)
L’huile d’olive joue aussi un grand rdle dans la prévention et le ralentissement de
I’apparition du diabéte sucré. La consommation d’huile d’olive prévient la résistance a

I’insuline et ses éventuelles conséquences négatives (Berra et al, 1980).

4.6. Intéret écologique

L’olivier est peu exigeant en matiere de sol, il pousse pratiquement tout autant sur des
sols siliceux que calcaires (Civantos, 1998). Le potassium est 1’élément qui est le plus
difficile a maintenir a un niveau adéquat pour le développement de la culture d’olivier
(Martinez et Sanchez, 1975). Chez cet arbre, le potassium revét une importance majeure, il
intervient dans la nutrition de I'arbre, notamment, en période de pleine croissance végétative.
Le phosphore joue un réle déterminant sur le développement racinaire (Argenson ef al.,
1999). Les besoins les plus importants en phosphore pour I’olivier se situent lors des

processus de floraison et de développement des fruits (Boulila, 2001).

4.7. La rhizosphére d’olivier

La rhizosphére des plantes présente un intérét particulier en tant que source et de diversité
en Plant Growth Promoting Rhizobacteria (PGPR). Les relations de la plante avec cette
communauté bactérienne sont mutuelles, ce qui peut aider 1’arbre a résister au stress toute
I’année. La rhizosphere d’olivier, peut représenter un réservoir pertinent de Plant Growth

Promoting Rhizobacterie (PGPR). Il est pr

obable que I’adaptabilit¢ de cet arbre soit également due a I’interaction avec ces
microorganismes bénéfiques du sol (Schillaci ef al., 2022). L'olivier possede un systéme
racinaire puissant et son développement dépend des caractéristiques physiques et chimiques
du sol, des réserves d’eau et I’aération du sol et du type de reproduction (Loussert et Brousse,

1978). Par conséquent, la rhizosphére est un environnement extrémement dynamique ou les
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plantes et les micro-organismes s’influencent mutuellement les uns les autres. (Schillaci et

al., 2022)

4.8. Les microorganismes rhizospheriques d’olivier

La grande majorit¢ du microbiote associ¢ a I’olivier doit étre composée de micro-
organismes fournissant des effets positifs a I’hote. le champignon Verticillium dahliae Kleb.,
causant Le flétrissement verticillium de 1’olivier représente une menace majeure dans de
nombreuses régions ou cet arbre est cultivé (Cabanas et al., 2018). Certaines souches de
Pseudomonas spp. Sont trés compétentes pour coloniser la rhizosphere d’olivier
(Lugtenberg et al., 2001). Elles sont aussi capables de supprimer les effets délétéres causés
par différents agents pathogénes (Cabanas et al., 2018). Actinophytocola, Streptomyces et
Pseudonocardia sont les genres bactériens les plus abondants dans I’endosphére des racines
de l’arbre , elle peut jouer un rdle important dans son adaptation a I’environnement

(Fernandez-Gonzaélez et al., 2021).
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1. Prélevement des échantillons

Notre travail a été initié¢ par un isolement et une purification des isolats d’actinobactéries
et Pseudomonas spp. fluorescents d’un sol de la rhizosphéere d’olivier (Olea europea).
L’échantillonnage a été effectué dans la pépiniére du Groupe Génie Rural ERGR Aures

Kais-wilaya de Khenchela le 08 février 2024.

A : Groupe Génie Rural ERGR Aures Kais-Khenchela. B : Champ d’oliviers. C : la
rhizosphére de I’olivier.

Photographie 01 : Site des prélévements des échantillons.

A T’aide d'une grande spatule stérile, les cinq premiers centimetres de la couche superficielle
du sol ont été écartés, apres des prélévements d’échantillons du sol rhizosphérique de 50 a
100g a une profondeur entre 20 et 30 cm ont été effectués. Les différents échantillons ont

¢été déposés dans des flacons stériles puis transférés au laboratoire pour un prétraitement.

Un amas d’échantillons par la suite a été mélangé puis séché et divisé en 3 lots :
1-Un lot sans traitement pour isolement de Pseudomonas spp. fluorescents.
2-Un lot a été mélangé avec 1% de Ca Co3 pour favorise la sporulation des actinobactéries.

3- Le dernier lot sans traitement pour analyse physicochimique.

2. Analyse physicochimiques du sol
2.1. Dosage de calcaire total (calcimétre de BERNARD)
Le dosage du calcaire total est réalis¢ par la méthode du calcimétre de Bernard selon

Soltner (2005).
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2.2. Mesure du pH
Selon AFNOR (1999) et Soltner (2005), la mesure du pH a été effectuée avec un pH meétre
(HANNA) sur une suspension de terre fine et eau distillée, le rapport terre/liquide étant de

1/5.

2.3. La conductivité électrique (CE)
La mesure de la conductivité électrique permet d’obtenir rapidement une estimation de la
teneur globale en sels dissous. Mesuré au Conductimetre (OHAUS) a partir de 1’extrait de

sol dont le rapport (terre/eau distillée) est de 1/5 (Aubert, 1978).

2.4. La teneur en azote (méthode de KJELDAHL)

Dosage d’azote total par méthode de Kjeldahl (AOAC, 1999 ; 1995 ; 1999) La méthode
de Kjeldahl comporte trois étapes principales successives :
A- Minéralisation d’azote organique en azote minéral en présence d'un acide concentré.
B-Distillation d’azote minéral formé, qui sera déplacé en présence de la soude puis
récupération dans une solution standard.

C- La titration d'azote ainsi recueilli est titrée par un acide ayant une normalité connue.

2.5. Dosage du carbone organique et matiére organique (méthode de ANNE)

Le dosage consiste a déterminer le pourcentage du carbone organique et le pourcentage
de la matiére organique qui conditionne les propriétés physico-chimiques du sol et de la
croissance des plantes (Annexe 02) (Annexe 03).

Le carbone organique est oxydé par du bichromate de potassium en milieu sulfurique.
L’exces de bichromate de potassium est titré¢ par une solution de sel de Mohr, en présence

de diphénylamine dont la couleur passe du bleu foncé au bleu vert (Aubert, 1978).

3. Isolement et purification des bactéries rhizosphériques

3.1. Isolement des actinobactéries
L’isolement des actinobactéries a été réalis¢ sur milieu amidon-caséine (SCA) (Annexe
01) (Jean et Guy, 2014) le pH du milieu est ajusté¢ a 7,2 et stérilis€¢ a 120°C pendant 20

minutes.
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3.1.1. Préparation des solutions mere du sol et des échantillons

A vpartir des échantillons de sol, 10g de sol a été homogénéisé avec 90ml d’eau
physiologique stérile pendant 5 minutes a température ambiante, cette suspension est
considérée comme étant la solution mére (10™).
Des dilutions décimales (102,103,10%,107) ont été réalisées dans 9ml d’eau physiologique

stérile (Daur et al., 2018).

3.1.2. Ensemencement et incubation

A I’aide d’une micropipette, 0,1 ml de chaque dilution (10°" & 10”) ont été prélevées puis
¢talées a la surface du milieu amidon caséine solide. Les boites de pétri portantes les
indications nécessaires (dilution, type du milieu de culture, la date) sont ensuite incubées a

30° C pendant une semaine.

3.1.3. Repiquage et purification des isolats

La purification des isolats d’actinobactéries est une étape essentielle dans notre travail,
elle permet d’obtenir des colonies bien isolées et pures. Pour obtenir ces colonies, nous avons
ensemencé successivement des boites de Pétri coulées dans un milieu Bennett (Annexe 01)
(Boussaber et al., 2012). L’ensemencement a ¢été réalisé par la méthode de strie par
épuisement pour chaque isolat. Ensuite, ces boites ont été incubées a une température de

30°C pendant 24h.

3.2. Isolement des Pseudomonas spp. Fluorescents
L’isolement des Pseudomonas spp. fluorescents a été réalisé sur milieu King B (Annexe 01),

le pH du milieu est ajusté a 7,2 et stérilisé a 120°C pendant 20 minutes (Martinneau, 1996).

3.2.1. Préparation des solutions mere du sol et des échantillons

Aprés avoir homogénéis¢ 10g de sol avec 90ml d'eau physiologique
stérile pendant 5 minutes a température ambiante, une suspension a été¢ obtenue considérée
comme la solution mére (10™).
Des dilutions décimales (102,103,10%,10"%) ont été préparées en ajoutant respectivement
Iml de la solution mere a 9ml d'eau physiologique stérile. Ces dilutions ont pour objectif de
réduire la concentration initiale des micro-organismes présents dans I'échantillon tout en

préservant leur proportionnalité (Daur ef al., 2018).
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3.2.2. Ensemencement et incubation

Pour I'ensemencement et de I'incubation des Pseudomonas spp. fluorescents, nous avons
utilisé une pipette pasteur stérile en forme de rateau, 0,1 ml de chaque dilution (10-' a 10)
ont ¢été étalée a la surface d'un milieu gélosé (King B). Par la suite, les boites de Pétri, sont
étiquetées et renseignées avec les informations essentielles, puis incubées a une température

de 30°C pendant une durée de 3 jours.

3.2.3. Repiquage et purification des isolats

La purification des Pseudomonas spp. fluorescents est une étape indispensable afin de
garantir 1'obtention de colonies isolées et pures, pour cela un ensemencement successif des
boites de Pétri coulées avec un milieu King B a été effectu¢. Chaque isolat a été ensemencé
selon la méthode de strie d'épuisement. Par la suite, ces boites ont été incubées a une

température de 30°C pendant 24 heures (Martinneau, 1996).

10g de sol rhizosphérique : i

1t || il d"ean
Y | phyziclogigue

| | Agitation |

[' Dilution décimale jusqu’a 10

f:|4- 10 ,,_,1. 10° | 1| 1‘-4| 10 I

HE™ [ orm .”"-"‘l
< P

Ensemencement sur (King B / SCA) en snrface 0, 1ml |

1

=

Purification sur (King B /Bennett)

Figure 03 : [solement et purification des isolats
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4. Conservation des isolats

4.1. Conservation de courte durée
La méthode de conservation des isolats consiste a les repiqués en tube sur gélose Bennett
inclinée pour actinobactéries et King B pour Pseudomonas spp. Puits incubés 3 jour et

conservées a 4°C (Botton et al.,1990).

4.2. Conservation de longue durée
Les isolats sont repiqués dans des cryotubes avec milieu Bennett pour les actinobactéries
et King B pour les Pseudomonas spp. fluorescents additionnés de glycérol (50/50%), puits

incubés 3 jour et conservées a — 4°C.

5. Caractérisation et identification des actinobactéries et Pseudomonas spp.

Fluorescents

5.1. Caractérisations microscopiques
D’apres William et al (2010), les bactéries peuvent étre groupées en deux catégories selon

la méthode de coloration de Gram. Cet examen est fait sur des frottis minces préparés a partir
de colonies de chaque isolat obtenu, ces frottis sont colorés, aprés observation a 1’aide d’un
microscope optique a grossissements (x100), ce dernier permet de remarquer les formes
morphologiques des différentes bactéries et indiqué le Gram + et Gram-.

v'Les actinobactéries « Gram positif » gardent leur coloration violette aprés
décoloration par l'alcool.

v'Les Pseudomonas spp. fluorescents « Gram négatif » décolorées par 1’alcool, sont

teintées par la fuchsine et apparaissent en rose.

5.2. Caractérisation biochimique
5.2.1. Recherche de catalase
Cette enzyme permet la dégradation du H202 qui résulte de 1’oxydation par 1’oxygeéne
de I’air
2H0; — 2H0 + 02
Cette réaction est mise en évidence simplement par contact de la culture avec une solution

framl

iche de H»0,. Une goutte d’eau oxygénée est placée sur une lame en présence d’un

¢chantillon de culture. Un dégagement gazeux abondant sous forme de mousse ou de bulle
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traduit la décomposition de dioxygene le test catalase est alors positif. Dans le cas ou il n’y

a pas de bulles, le test est négatif (Delarras, 2007).

6. Mesure de quelques parametres améliorant la croissance des plantes (PGP)

6.1. Production d’HCN

La capacité de nos isolats a produire I’acide cyanhydrique (HCN) est effectuée selon la
méthode de Bakker et Scguppers (1987), sur les milieux King B et Bennett additionnées de
glycine (4,4g/1). Les isolats sont ensemencés par stries sur la gélose en boites de pétri. Un
disque de papier Whatman N1 de 9 cm, de diamétre imprégné d’une solution de picrate de
sodium (5% d’acide picrique et de 2% de carbonate de sodium anhydre) est déposé au fond
du couvercle de la boite. Celle-ci est scellée avec du papier parafilm et incubée a 300
pendant 96 h. Le résultat positif se traduit par le virage du papier Whatman du jaune vers

une couleur orange a marron indiquant la production de HCN volatile.

6.2. Solubilisation du phosphate

La caractérisation de la communauté bactérienne (actinobactéries et Pseudomonas spp.
fluorescents) minéralisant le phosphore a été appréhendée a partir d’une approche basée sur
la culture de ces microorganismes. Cette étape s’est faite sur le milieu NBRIP (Annexe 01)
additionné a un indicateur de pH (bleu de bromophénol) (Singh et al., 2014). Et incubé a
30°C/48h.
La formation d’un halo autour des colonies et acidification du milieu indiquent une activité

de solubilisation du phosphate.

6.3. Fixation d’azote

La fixation d’azote moléculaire a été testée sur milieu solide exempt d’azote. Le milieu
Winogradsky (Annexe 01) (WS) au sel est ensemencé a partir des cultures bactériennes est
incubé a 30°C/48h. Toute croissance des actinobactéries et Pseudomonas spp. fluorescents

sur ce milieu traduit la capacité de ces bactéries a fixer 1’azote.

6.4. Production d’acide indole 3-acétique

La production de I’AIA est testée sur milieu Bennett pour les actinobactéries et King B
pour les Pseudomonas spp. fluorescents additionnés de tryptophane (1%). Le milieu est
ensemencé par 100 pl des cultures bactériennes incubées a 30°C/96 h. Le dosage

colorimétrique est réalisé selon la méthode de Loper et Scroth (1986). Les cultures sont
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centrifugées a 5000 Tr/ 10min. 2ml du surnageant est additionné de 2 ml du réactif de
Salkowski (Annexe 01) (50ml d’acide perchlorique 35% et 1ml de FeCl3 4 0.5 M). La DO

est mesurée a 530 nm aprés 30 mn d’incubation a 30°C.

[
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Photographie 02 : Technique de mesure de la production d’acide indole 3-acétique

6.5. Effet antagoniste

La détermination de I’effet antagoniste des actinobactéries et Pseudomonas spp.
fluorescents contre les champignons phytopathogénes est effectuée sur milieu Potato

Dextrose- Agar (PDA). Les souches fongiques testées sont : Alternaria sp, Aspergillus niger,
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Aspergillus sp. Et Penicillium sp Elles proviennent d’une collection du Laboratoire de
Microbiologie Appliquée (Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie- Université Abbes
Laghrour Khenchela) en utilisant la méthode des disques d’agar et des disques de mycélium
fongique décrite par Patel et Brown (1969). Un disque de gélose de 6mm de diamétre de la
culture de chaque champignon est déposé au centre de la gélose PDA d’une maniére
aseptique. Un disque de 6mm d’une préculture bactérienne de chaque isolat
d’actinobactéries et Pseudomonas spp. Est déposée a une distance de 3 cm de la souche
fongique. Les boites seront incubées a 28°C pendant 72h. L’effet antagoniste sera révélé lors
d’apparition d’une zone d’inhibition du champignon. La zone d’inhibition sera mesurée par

la suite a I’aide d’une régle (Patel et Brown, 1969).

7. Effet des isolats sur la plante
Le test de germination a été réalisé dans le but de détecter I’activité stimulatrice ou

inhibitrice des souches rhizobactériennes sur les graines du blé ou Triticum durum.

7.1. Désinfection des graines

La désinfection superficielle des graines de blé (Triticum durum) a été réalisée par
trempage dans 1’hypochlorite de sodium a 9° pendant 10 minutes. Un ringage abondant a
I’eau distillée stérile est effectué, puis trempage pendant 30 secondes dans 1"éthanol suivi

par plusieurs ringages a 1’eau distillée stérile (Kirdi, 2011).

7.2. Inoculation des graines

Les graines de blé sont mises dans des boites de pétri a mesure de 10 graines par boites,
qui sont inoculées par la suite avec 30 pul de chaque suspension bactérienne testée sur gélose
nutritive (GN). La mise en croissance est effectuée par incubation a 30 C° pendant 96 h. le

taux de germination, le taux de mortalité ont ét¢ mesurés par la suite (Kirdi, 2011).
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Résultat et discussion

1. Analyses physico-chimiques du sol
Le tableau 01 démontre les résultats de 1’analyse physicochimique du sol de la
rhizosphere de I’olivier Olea europea, le taux de chaque paramétre est déterminé comme

suit :

Tableau 01 : Analyses physico-chimiques du sol étudie.

Parametre PH C.E (mS/cm) | C.T% | N% C% M.0%
Valeur 8,43 0,261 35,7 2,2 1,1 2,21

1.1. Calcaire total
Le taux de calcaire totale du sol rhizosphérique étudié est de 35,7% (Annexe 02). Par
comparaison des valeurs obtenues a celles signalées par Baize (1988), (Annexe 03), nous

constatons que le sol étudié est fortement calcaire.

1.2. Mesure du pH

La valeur obtenue dans la mesure du pH dans la solution du sol est 8.43 (Figure 06). Selon
1'échelle d'interprétation du pH signalé par Gagnard et al (1988) (Annexe 03), le sol étudié
est un sol alcalin. Cela peut avoir une influence sur le type de la communauté bactérienne de
la rhizospheére qui pourra étre alcalophiles ou alcalotolérante plus que d’autres type

bactériens (Dixit et al., 2020).

=

Photographie 03 : mesure du pH

1.3. La conductivité électrique
Un sol est considéré salé, lorsque la conductivité électrique de l'extrait saturé est

supérieure a 4 mS/cm a 25°C (Durand, 1983).
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La valeur obtenue pour le paramétre de la conductivité électrique est 0,261 mS/cm, on peut

dire que le sol étudi¢ est non salé.

1.4. La teneur en azote

Selon bouhidel (2006) le sol est tres riche avec : N > 0.25%.
La teneur d’azote obtenu est 2,2% donc on peut dire que le sol est trés riche en azote. Cela
peut étre di aux pratiques culturales des cultivateurs dans le site (par amendement), ou

I’activité de des bactéries rhizosphériques qui contribuent fortement la fixation d’azote.

Photographie 04 : Etapes de la méthode de Kjeldahl pour dosage d’azote

1.5. Dosage du carbone organique et matiére organique

Le pourcentage de carbone organique obtenue est de 1,1% (Annexe 02)

Photographie 05 : Dosage du carbone organique

On admet que la mati¢re organique représente deux fois la masse de Carbone (Dabin,
1970). Alors le pourcentage en maticre organique du sol est : 2,21% (Annexe 02).
Selon 1’échelle d'interprétation de la matiére organique (Annexe 03) le sol étudi¢ est
moyennement riche en matiére organique. La richesse du sol en mati¢re organique est en
relation proportionnelle a la production des exsudats racinaires ainsi que I’activité des

microorganismes rhizosphériques (Balesdent et al., 2011).
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2. Isolement des rhizobactéries qui ont un effet PGP

2.1. Isolement et caractérisation des actinobactéries

Pour l'isolement des actinobactéries a partir de la rhizosphere d’Olea europea, nous avons
utilisé le milieu solide amidon caséine agar. Aprésl4 jours d’incubation a 30°C nous avons
obtenu 4 isolats. Celles-ci étaient sélectionnées selon 1’aspect culture des bactéries.

Dans notre travail un nombre peut important d’actinobactéries a été enregistré sur ce
milieu. Cela peut étre di au type du sol ou aux pratiques agricoles sur le sol (Yadav et al.,
2018). Un prétraitement des échantillons du sol par incubation a la chaleur, au phénol et
utilisation de combinaison d’antibiotiques en plus de CaCo3 pourra augmenter
significativement le nombre d’actinobactéries isolées avec moins de contamination
(Shivabai et Gutte, 2019 ; Balagurunathan et al., 2020). Plusieurs équipes comme
Lakshmipathy (2010), Sudhanshu (2011), Palaniyandi (2013), ont pu isoler un nombre

important d’actinobactéries en utilisant la gélose a I’amidon caséine.

2.1.1. Caractérisation macroscopique

Les colonies d’actinobactéries obtenues sont rondes, opaques et présentent un contour
irrégulier. Elles adhérent a la surface de la gélose et présent un aspect poudreux dans la
gélose. L’observation du revers de la colonie (dos de la boite de Pétri) permet de déterminer
mycélium de substrat qui est de couleur différente : blanc, marron foncé, gris, noire

(Messaoudi, 2003).

Photographie 06 : Isolat d’actinobactérie apres purification.
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2.1.2. Caractérisation microscopique
Apres observation des lames colorée avec coloration de Gram au microscope optique a
I’objectif a immersion Gx100, il s’est révélé que les isolats d’actinobactéries sont toutes

filamenteuses a Gram positive (Photographie 07)

Photographie 07 : Observation microscopigee d actinebacténe aprée coleration de Gram

(G100x)

2.2. Isolement et caractérisation Pseudomonas spp. Fluorescents

Huit isolats de Pseudomonas spp. fluorescents ont été isolés de la rhizosphere d’Olea
europea en utilisant des séries de dilution sur milieu gélos¢ de King B. Ce nombre est
inférieur a ceux trouvé dans les travaux d’Ali et al (2014) mais qui est important par rapport
au nombre d’isolats par site d’échantillonnage.

L’identification des isolats a été réalisée en se basant sur les caractéres culturaux et
physiologiques proposés par le manuel de la systématique bactérienne de Bergey rapporté

par Palleroni (2015).

2.2.1. Caractérisation macroscopique

L’apparition des colonies avec couleur jaune-vert a mis en €vidence la production du
pigment pyoverdine sur milieu King B sous lumiere UV (Photographie 08), les résultats
montrent que 50% des bactéries ont présentés une fluorescence bleu-vert contre 50% sans
fluorescence. Cette fluorescence pourrait étre indicatrice de 1’appartenance des bactéries a

I’espéce Pseudomonas fluorescens.
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La pyoverdine joue pour la bactérie le role d'un sidérophore : molécule captant les ions fer

ferrique fondamentale pour la croissance des bactéries (Tourkya et al., 2009).

Photographie 08 : Détection du pigment pyoverdine sur milieu « King B » sous lumiere

UV.

2.2.2 Caractérisation microscopique

Photographie 09 : Observation microscopique de Pseudomonas spp. fluorescents apres

coloration de Gram (G100x).

Les bactéries appartenant au groupe des Pseudomonas spp. fluorescents sont parmi les
bactéries a Gram négatif les plus abondantes dans la rhizosphere (Kaioua et Grairi, 2015)
(Photographie 09). D’ou leur nombre important dans la rhizosphére ce qui confirme les

résultats de nos recherches.
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Tableau 02 : Caractéres phénotypiques et biochimiques des isolats de Pseudomonas spp.

Fluorescents.

Caracteres Description

Test Gram Gram-
Forme cellulaire Bacilles

Production de pyoverdine Fluorescence+
Catalase +

Croissance 4°C +
Croissance 42°c -

2.3. Recherche de catalase

Les résultats obtenus montrent que les isolats Pseudomonas spp. fluorescent et
actinobactéries sont catalase positive ; une réaction positive est indiquée par le dégagement
des bulles d’oxygéne immédiatement lorsque la bactérie est exposée au peroxyde
d’hydrogene H>O» (Photographie 10). Donc les isolats possedent I’enzyme de la catalase qui
accélere la décomposition de peroxyde d’hydrogene (H20:) en eau (H20) et en oxygene (O2)

(Larpent et Larpent-Gourgaud, 1985).

Photographie 10 : Test catalase positif des isolats d’actinobactéries et Pseudomonas spp.

fluorescent.
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3. Recherche d’activités améliorant la croissance des plantes, effet PGP
3.1. Production d’HCN

Tous nos isolats a savoir les actinobactéries et les Pseudomonas spp. fluorescents ont
produit 'HCN. Sa production s’est traduite par une couleur orange dont 1’intensité varie

selon le taux d’HCN produit (Photographie 11)

Photographie 11 : Photo qui montre la production d’HCN
(+) Résultat positif / (—) Résultat négatif

Tableau 03 : Résultats de production d’HCN de Pseudomonas spp. fluorescent.

Souche Psd | Psd | Psd | Psd | Psd | Psd | Psd | Psd

o 01 02 03 04 05 06 07 08
Activité

Production d’HCN + + + + + + + +

Résultat positif (+)

Tableau 04 : Résultats de production d’HCN sur les isolats d’actinobactéries.

Souche Act | Act | Act | Act
Activité 01 02 03 04
Production d’HCN + + + +
Résultat positif (+)
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Sur la base des résultats obtenus, il s’avere que les isolats d’actinobactéries et
Pseudomonas spp. fluorescents possedent une production de HCN. La production de ’'HCN
est constatée chez tous les isolats (100%), Ces résultats sont similaires aux résultats de
Heydari et ses collaborateurs (2008) et d’ Avinash et Rai (2014). Mais semble supérieur aux
résultats obtenus par Saharan et Nehra (2011). Les isolats de Pseudomonas spp. fluorescents

ont été identifiées autant que grands producteurs d’HCN.

3.2. Solubilisation de phosphate
Le principal mécanisme reconnu comme responsable de la solubilisation du
phosphate est la production de différents types d'acides organiques comme un mécanisme

majeur de la libération du phosphore des structures d'hydroxyapatite (Miloud, 2018).

Photographie 12 : photographie montrent les résultats de solubilisation de phosphate

Tableau 05 : Résultats de solubilisation sur les isolats de Pseudomonas spp. fluorescent.

Souche Psd | Psd | Psd | Psd | Psd | Psd | Psd | Psd
Activité 01 02 03 04 05 06 07 08

solubilisation de phosphate - - - - - - - -

(-) Résultat négatif

Tableau 06 : Résultats de solubilisation de phosphate sur les isolats d’actinobactéries.

Souche | Act | Act | Act | Act
Activité 01 02 03 04

solubilisation de phosphate - - - -

(-) Résultat négatif
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Les résultats de nos travaux démontrent une absence de solubilisation du phosphore
pour les deux types bactériens, révélée par absence de formation d’halos autour des colonies
sur milieu NBRIP solide (Photographie 12). Des études similaires ont rapporté ces mémes
observations (Kim et al., 2004 ; Taibaoui, 2016). Ceci peut étre éclairci selon les mémes
auteurs par un éventuel effet de toxicité par le fer au cours du test de solubilisation effectué
sur le milieu solide ce qui peut s’expliquer par la faible diffusion des acides produits par ces
bactéries au cours de leur croissance dans le milieu solide. D’autres travaux tels que ceux de
Panpatte et al. (2016) et Boubekri et al. (2021) ont rapportés la capacité d’actinobactéries et
Pseudomonas spp. fluorescents a solubiliser le phosphore ce qui n’est pas le cas pour nos

isolats.

Selon (Nahas, 1996) la solubilisation du phosphate insoluble dépend de plusieurs
facteurs, y compris le pH comme un facteur essentiel dans la solubilisation du phosphate
c'est-a-dire une diminution du pH sera accompagnée par 1’augmentation du taux de

solubilisation.

3.3. La fixation d’azote
La fixation biologique d’azote par les bactéries du sol est considérée comme 1’un des

principaux mécanismes par lequel les plantes bénéficient de 1’association microbienne

(Sahin et al.,2004)

D’apres les résultats obtenus, la croissance des bactéries sur le milieu de

Winogradsky dépend de leur capacité a fixer 1’azote (Photographie 13).

Photographie 13 : Croissance des isolats dans un milieu exempte d’azote traduisant leur
capacité a fixer I’azote. A : isolats de Pseudomonas spp. fluorescents. B : isolats

d’actinobactéries.
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Tableau 07 : Résultats de la fixation d’azote sur les isolats de Pseudomonas spp. fluorescent.

Souche Psd Psd Psd Psd Psd Psd Psd Psd
01 02 03 04 05 06 07 08
Activité
Fixation d’azote + + + + + + + +

(+) Résultat positif

Tableau 08 : Résultats de la fixation d’azote sur les isolats d’actinobactéries.

Souche Act Act Act Act
02 03 04
Activité 01
Fixation d’azote + + + +

(+) Résultat positif

La croissance a été observée sur les boites pour tous les isolats (Photographie 13),
100% des deux types bactériens a savoir actinobactéries et Pseudomonas spp. fluorescents
ont démontrés une capacité a fixer I’azote révélée par une croissance dans un milieu exempte
d’azote. Ces résultats sont en accord avec les travaux de (Aouane et Hamani ,2017) et
similaires a ceux rapporté par Panpatte et al (2016), Gtari et al (2012) Munees et Mulugeta
(2014) qui ont démontré une capacité de fixation d’azote chez les actinobactéries et

Pseudomonas fluorescens.

3.4. Production d’acide indole 3-acétique
La production d’auxines, dans du milieu King B et Bennet liquide, se traduit par une
coloration orange a rouge apres 1’ajout du réactif Salkowski. L’intensité de la couleur varie

selon le taux d’AIA produite (Photographie 14) (Annexe 05).
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Photographie 14 : Virement de couleur vers le rose indique la production d’AIA apres

I’addition du réactif de salkowski.

Tableau 09 : Résultats de production d’AlA sur les isolats de Pseudomonas spp.

fluorescent.

(+) Résultat positif

Tableau 10 : Résultats de production d’AIA sur les isolats d’actinobactéries.

(+) Résultat positif
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Figure 05 : histogramme représente les variations des concentrations d’AIA (ug/ml)

produit par Pseudomonas spp. Fluorescents

Les résultats ont montré que : 100% de isolats de Pseudomonas spp. fluorescents et

actinobactéries ont produit I’AIA avec des valeurs qui vont jusqu’a 39 pg/ml chez les

Pseudomonas spp. fluorescents et jusqu’a 15pg/ml chez les actinobactéries (Figure 04 et

05). Cette réaction positive explique 1’aptitude de la bactérie a métaboliser le L-tryptophane

en AIA ou en d’autres composés analogues (Atiqur et al., 2010). Ces résultats sont en accord
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avec les travaux de Zakharova et al., (1999), qui mentionnent qu'environ 80% des bactéries
rhizosphériques sont capables de produire cette phytohormone. Plusieurs études telles que
celles d’Allali et al. (2023), Alshamsi et al. (2024) et Advinda et al. (2024) ont rapportés que
les actinobactéries et Pseudomonas spp. fluorescents sont des producteurs intensifs d’acide

indole acétique ce qui confirme nos résultats.

3.5. Effet antagoniste contre les champignons phytopathogénes

Les résultats indiqués dans le (Tableau 11) (Annexe 07) montrent une activité antifongique
des huit isolats de pseudomonas spp fluorescent vis-a-vis du Alternaria sp, Aspergillus niger,
Aspergillus sp. et Penicillium sp, révélée par une zone d’inhibition au tour des différents

champignons tests.

Les isolats Psd 1, Psd 6 et Psd 8 présentent une forte activité antagoniste contre la plupart
des champignons testés, a 1'exception d’Alternaria sp, ou ils ont démontré une activité
antagoniste 1égérement moindre. Les isolats Psd 4 et Psd 5 sont actifs contre Alternaria sp

et Penicillium sp.

Les isolats Psd 2 et Psd 7 sont efficaces pour controler les champignons Aspergillus niger et
Penicillium sp. par cotre Psd 3 est faiblement actif contre les champignons testés car il n'a
montré aucune activité antagoniste que contre le Penicillium sp. Ces résultats sont cohérents

avec les études de sindhu et al. (2009).

Arif (2015), a montré un effet significatif de Pseudomonas spp. fluorescents vis-a-vis

Alternaria alternata. Ces résultats corroborent avec 1’isolat Psd4.

Le tableau 12 montre les résultats d'antagonisme entre quatre isolats d'actinobactéries et
quatre champignons phytopathogenes. Tous les isolats ont montré des résultats trés forts
contre les quatre champignons, a l'exception de I'isolat Act4 qui n'a montré aucune activité
antagoniste contre le Penicillium sp.. Ces résultats sont identiques aux travaux de Thakur et
al. (2007) qui montrent que la majorit¢ des souches d’actinobactéries du sol des foréts
protégées, ont présentées une activité antifongique. Nos résultats révelent que nos isolats ont
un potentiel important de produire des molécules bioactives tels que les antibiotiques ou des

enzymes capables d’inhiber la croissance des champignons phytopathogénes.

Des souches d’actinobactéries du sol des foréts protégées, ont présentées une activité

antifongique. Nos résultats révelent que nos isolats ont un potentiel important de produire
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des molécules bioactives tels que les antibiotiques ou des enzymes capables d’inhiber la

croissance des champignons phytopathogénes.

Tableau 11 : Effets d’inhibitions des champignons par Pseudomonas spp.

fluorescents

(+) Effet positif / (—) pas d’effet

Alternaria sp Aspergillus Penicillium sp Aspergillus sp
niger
Psd 1 _ ++ ++ ++
Psd 2 B ++ T+ B
Psd 3 _ B ++ B
Psd 4 ++ _ ++ B
Psd 5 + B T+ B
Psd 6 B ++ ++ ++
Psd 7 B ++ ++ B
Psd 8 B ++ ++ + +
Tableau 12 : Effets d’inhibitions de champignons par les actinobactéries.
(+) Effet positif / (—) pas d’effet
Alternaria sp. Aspergillus Penicillium sp. | Aspergillus spp
niger
Act 1 ++ ++ ++ ++
Act 2 ++ ++ ++ +
Act3 ++ ++ ++ +
Act 4 ++ ++ _ ++
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Photographie 15 : photographies présentant I’effet antifongique des isolats bactériens
contre les champignons phytopathogénes champignons testés, a I'exception d’Alternaria

sp, ou ils ont démontré une activité.

4. Effets des isolats sur la plante Triticum dirum

Taux de germination % des isolats sur la plante
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Figure 06 : Taux de germination des graines inoculés en comparaison t avec le témoin non

inoculé.

Les résultats exprimés dans la figure 06 démontrent qu’a partir de 12 isolats criblés, un
isolat d’actinobactéries et huit isolats de Pseudomonas spp. fluorescents ont un effet de

germination a plus de 50% de graines de blé.
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Comparativement au témoin un taux de germination élevés a été enregistré pouvant
atteindre (90% et 100 %) chez les isolats Psd 1, Psd 2, Psd 4. Ce qui confirme une aptitude
améliorant la croissance des graines de blé par ces isolats. Des études similaires ont démontré
la capacité des Pseudmonas spp. A promouvoir le taux de germination chez cette plante
(Yarzabal et al., 2018) et (Albadaiwi et al., 2024). Pourtant quatre isolats ont eu un effet
germinatif @ moins de 50% cela peut étre di au milieu de culture qui peut défavoriser

certaines souches, affectant leur capacité a germer les graines.

Les résultats de 1’essai montrent aussi que les graines bactérisées germent plus
rapidement avec des taux de germination plus élevés (supérieurs a 50%). Ces résultats sont
identiques aux travaux Chukwuneme et al. (2020) et corroborent avec ceux Larbaoui-
Dahoumane, et Benchabane. (2023). La bactérisation des graines avec les deux types
d’isolats a savoir Pseudomonas spp. fluorescents et actinobactéries a révélé un effet
phytobénéfique pour plus de la moiti¢ des isolats sur I’amélioration de la germination des

graines de blé.

Tableau 13 : Résultats de I’Effet sur la plante sur les isolats de Pseudomonas spp.

fluorescent.
Souche Psd01 | Psd02 | Psd03 | Psd04 | Psd05 | Psd06 | Psd07 | Psd08
Activité
Effet sur la plante + + + + + 4 + +
Résultat positif (+)

Tableau 14 : Résultats de I’Effet sur la plante sur les isolats d’actinobactéries.

Souche Act01 | Act02 | Act03 | Act04

Activité

Effet sur la plante + + + +

(+) Résultat positif
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Conclusion

Conclusion
La rhizosphére constitue un environnement riche en nombre et en diversité microbienne, elle

est engendrée par des interactions plantes- microorganismes caractérisée par un dialogue
moléculaire riche. Ces derniéres sont majoritairement de type symbiotique, elle englobe les
PGPR ou bactéries favorisant la croissance des plantes constituant une alternative aux
engrais chimique, rentable et respectueuse a I’environnement et s’inscrit dans les objectifs
du développement durable.

Notre étude s’est portée sur I’isolement et la purification de 12 isolats bactérien a effet
PGPR d’un sol rhizospherique d’olivier Olea europea, 04 d’entre elles sont des
actinobactéries et 08 sont des Pseudomonas spp. fluorescents. Leurs pré identification s’est
effectuée par techniques culturales et un test biochimique selon le manuel de Bergey rapporté
par palleroni (2015). Tous les isolats ont été ensuite évalués pour estimer leurs capacités a
améliorer la croissance des plantes par production de phytohormone telle que I'acide indole
acétique (AIA), de fixer I’azote, de produire 1’acide cyanhydrique (HCN), de solubiliser le
phosphore et de tester leurs effets antagonistes contre 04 champignons phytopathogeénes. Au
final un test sur la germination des graines de blé a été ¢laboré dans des conditions stériles.

A travers ce présent travail et les expériences réalisées nous avons affirmé que 100% des
isolats sont capables de produire de phytohormone (acide indole 3-acétique) avec des valeurs
qui peuvent atteindre (38.84ug/ml), une absence de solubilisation de phosphore a été
enregistrée, 100% d’entre elles sont capables fixer de I’azote et produire ’HCN. Les deux
types d’isolats possédent une activité inhibitrice vis-a-vis des champignons phytopathogene
avec des effets variables. Les isolats Psd 1, Psd 6 et Psd 8 ont présentés une forte activité
antagoniste contre la plupart des champignons testés. Les isolats Psd 4 et Psd 5 ont été actifs
contre Alternaria sp et Penicillium sp. en contrepartie Psd 2 et Psd 7 ont été efficaces pour
contrdler Aspergillus niger et Penicillium sp.

L’effet sur la germination des graines de blé a indiquer qu’a partir de 12 isolats criblés, un
isolat d’actinobactéries et huit isolats de Pseudomonas spp. fluorescents ont un effet de
germination a plus de 50% de graines de blé.
Comparativement au témoin un taux de germination élevés a été enregistré pouvant atteindre
(90% et 100 %) chez les isolats Psd 1, Psd 2, Psd 4. Ce qui confirme une aptitude améliorant
la croissance des graines de blé par ces isolats.

A travers ces résultats, nous pouvons conclure que les isolats sélectionnés peuvent étre

utilisées comme biofertilisants végétale pour 1’amélioration de la production agricole et
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considérées comme une trés bonne alternative aux engrais chimiques néfaste a
I’environnement et a I’homme.

Des tests supplémentaires PGP peuvent étre inspectés afin de mieux adapter 1’utilisation des
isolats aux différents types de sols et différentes plantes. Un test en pépiniere et au champ
pourra €tre une des perspectives et 1’identification moléculaire des isolats nécessite d’étre
complémenter afin de les répertoriées et constituer une banque de souches.

Cette ¢tude est préliminaire mais prometteuse et indispensable pour atteindre les objectifs
d’un développement durable.
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Annexe 01 : les milieux de culture et réactifs

Milieu « NBRIP » (Nautiyal,1999)

Annexes

Glucose 10g/1
(NH4)2s04 1,7¢g/1
Mgso! I7THI1O 0,25g/1
Kcl 0,2¢g/1
Ca3hPo4 0,5g/1
Eau distillée 1000ml
Agar 15g/1
PH 7
Milieu King B (g/L) (King et al., 1954)
Peptone 20 g/l
Glycérol 10ml/1
Phosphate dipotassique 1.5g/1
Sulfate de magnésium, 7 H20 1.5g/1
Agar 15g/1
PH 7,2
Milieu Bennett (g/L) (Kitouni, 2007)
Glucose 10 g/l
Extrait de levure 2 g/l
Peptone 2 ¢/l
Extrait de viande 1¢g/1
Agar 20 g/l
PH 7,3
Milieu Caséine amidon agar (SCA) (g/L) (Sharma et al., 2011)
Amidon 10 g/l
Caséine 0.3 g1
KNO3 2 ¢/1
NaCl 2 g/l
K2HPO4 2¢/1
MgS04, 7 H20 0.05 g/l
CaCo3 0.02 g/
FeSO4, 7TH20 0.01 g/l
Agar 15 g/l

PH 7,2




Le Réactif de Salkowski

Annexes

FeCl 4.06g

Acide perchlorique 75ml

Eau distillée 75ml
Winogradsky’s N-free

Matiere organique (saccharose ou glucose) 10g/1

Agar 20g/1

CaCoO3 Trace

Solution de sel concentrée Sml/l

Annexe 02 : Analyse physicochimiques du sol
Taux de calcaire total

0,2xVx100
CT%=—"——7r—

vxP
v : volume de CO2 obtenu.
P : poids de terre fine.

V : volume dégagé de CO2
0,2 : poids de CaCO3 pur

_0.2x25x100
28x0,5

C. T%=35,7%

C.T%

Dosage du carbone organique

1 ml de solution de MOHR correspond a 0,615 ml de C, donc C de la prise d’essai est :

C= (y—x) x0,615x5
5 : facteur de dissolution

C=11,07 mg

(y—x) X0,615%x5x100
poids de la terre en mg

C%=1,1%

C%=




Annexe 03

Tableau : Normes d'interprétation du taux du calcaire du sol (Baize, 1988).)

Annexes

Taux du |[<1% |1a5% |5a25% 25a50% [ 50a80% | >80 %
calcaire
Interprétation | Non Peu Modérément | Fortement | Tres Excessivement
calcaire | calcaire | calcaire calcaire fortement | calcaire
calcaire
Tableau: Echelle d'interprétation du pH.
pH <5,5 55 -16,5-68 6,8-72 [72-75 75 -]1>85
6,5 8,5
Appréciation | Fortement | Acide | Légeérement | Voisin Légerement | Alcalin | Fortement
acide acide de la | alcalin alcalin
neutralité
Tableau : Echelle d'interprétation de la matiére organique.
Taux de M.O. (%) Terre
<1 Tres pauvre
la2 Pauvre
2a4 Moyenne
>4 Riche
Annexe 04
Tableau : Résultats des activités sur les isolats de Pseudomonas spp. fluorescent.
(—) résultat négatif. (+) résultat positif.
Souche Psd |[Psd |Psd |Psd |Psd |Psd |Psd |Psd
Activité 01 02 03 04 05 06 07 08
Production d’HCN + + + + + + + +
Fixation d’azote + + + + + + + +
Solubilisation de phosphate - - - - - - - -
Production d’AIA + + + + + + + +
Effet antagoniste + + + + + + + +
Effet sur la plante + + + + + + + +
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Tableau : Résultats des activités sur les 1solats d’actinobactéries.
(—) résultat négatif. (+) résultat positif.

Souche Act | Act | Act | Act

Activifé 01 02 03 04
Production d’HCN + + + +
Fixation d’azote + + + n
Solubilisation de phosphate - - — —
Production d’AIA + + + +
Effet antagoniste + + + +
Effet sur la plante + + + n

Annexe 05

Courbe standard d'AlA

0,6

0,5

0,4

0,3

Absorbance

0,2

0,1

0 10 20
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40

Concentration. (ug/ml)

y =0,0108x + 0,0175
R?=0,9984

50

Figure : La courbe d’étalonnage de 1’auxine.

Annexe 06

60

Mesure du diamétre du champignon pour estimer le taux d’inhibition (Patel et Brown,

1969)

% d’inhibition du champignon = (Mlc - M1 t) / Mlc) x100

MI c : diamétre de la colonie dans la boite témoin ;

MI t : diameétre de la colonie dans les boites contenant les souches bactériennes.

Mesure du taux de germination

Taux de germination : Nombre de graines germées X100 / le nombre total de graines.
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Annexe 07
Résultats de ’effet antagoniste
Aprés 24 Heurs :

*La température 30°C.

Aprés 48 Heures :

*La température 30°C.
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Apres 72 Heures

*La température 30°C.




