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Résumé

Résumé

La rhizosphere est une zone riche en matiere ayganssue des exsudats racinaires et qui
contribue a une forte colonisation bactérienneostirha I'entourage des racines. Certaines de
ces bactéries peuvent avoir un effet positif sucrl@issance et la santé de la plante d’'une
maniére directe ou indirecte. Ces rhizobactérietigues sont identifiées par le terme PGPR
(Plant Growth Promoting Rhizobactejial 'exploitation de ces bactéries en tant que bio-
engrais et/ou biopesticides est une alternativenptteuse afin de réduire et méme substituer
les intrants chimiques vue les différents effetfasi®s de ces derniers. Dans ce contexte,
différentes rhizobactéries solubilisant le phosphabrganique ont été isolées vitro puis

testées sur des plantes de riz, variété Puntaldafmettre en ceuvre un biofertilisant efficient.

Dans un premier temps, 123 souches ont été sélaéts (diametres de solubilisaticm)
parmi une collection de 392 isolats issus de iaogphéere de différentes variétés de riz et
aussi de différentes légumineuses, sur la baskeuwtecapacité a solubiliser le phosphate
tricalcique dans le milieu Pikovskaya (PVK) soliden plus, nous avons examiné chez ces
bactéries la production d’acide indole acétiqueAjAld’acide cyanhydrique (HCN) et des
sidérophores. Un total de 25 isolats a été retenu fa poursuite des essais. Dans un second
temps, nous avons cherché plus d’activités PGPddivaluer nos isolats vitro, telles que

la fixation d’azote atmosphérique, la productiors @xo-enzymes hydrolytiques et 'ACC
désaminase. De plus, on a testé chez ces rhizokact@ capacité a inhiber certains
champignons et bactéries phytopathogénegtro. Au niveau moléculaire, les résultats de
séquencage d’ADN 16S montrent que les meilleurdatisose sont identifies comme
EnterobacterAeromonastPseudomonas

Dans une derniere partie, il était crucial d’évalde potentiel d'utilisation de ces
rhizobactéries comme PGPR vis a vis du riz en ntethes expériences d’inoculation, en pot
et dans le champ. Cette expérience est une étapatietle dans le screening des bactéries
rhizosphériques les plus efficientes en présenda giante, et le développement par la suite
d'un biofertilisant a base de ces agents biologqueffectivement, les résultats obtenus
affirment l'effet positif de certaines BSP rhizogplques en faveur de la croissance du riz
dans les conditions controlées, qui s’est manifpstédes stimulations significatives de la
longueur de la plante et de rendement en mati@leesde la partie aérienne et racinaire. Les
augmentations les plus importantes ont été obteangarésence des trois bactéries, PR29,
PP22 et GR70. Ces bactéries ont été retenues jgssail d'inoculation au champ, en plus



Résumé

d’'une quatrieme bactérie, ER76, qui a donné laeatnation la plus élevée de P solubilisé
vitro. Suite a I'inoculation du champ avec cet inoculzothbiné a base de ces 4 bactéries, on
a obtenu des résultats encourageants concerneridement en grains et aussi la qualité du
produit en comparaison avec le témoin fertilisé@yret la parcelle traitée avec le compost
végetal. Les résultats de cette étude encouragenpodrsuivre des expériences
supplémentaires sur l'inoculation avec les quat@®PBen particulier aux champs, afin
d’affiner 'efficacité de ces souches et d’optinmigeur utilisation comme bio-inoculant pour

une productivité plus importante du riz.

Mots-clés Rhizosphére, BSP, PGPRnterobacter AeromonasPseudomonasiofertilisant,

biopesticide, Riz.
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Abstract

Abstract

The rhizosphere is rich of organic matter that cerfnem root exudates and contributes to a
high bacterial colonization especially around tbets. Some of these bacteria can have a
positive effect on the growth and health of thenplaither directly or indirectly. These
beneficial rhizobacteria are termed as PGPR (REanivth Promoting Rhizobacteria). The
exploitation of these bacteria as biofertilizers amr biopesticides is an efficient approach to
reduce or even to replace chemical fertilizers thmte many negative effects. In order to
make the rice cultivation sustainable and less miggret on fertilizers, various inorganic
phosphate solubilizing bacteria (PSB) were scredpedlifferent plant growth promotion
(PGP) activitiesin vitro and tested on rice plants, var. Puntal, to devalogefficient bio-

inoculant.

Initially, 123 bacteria were selected for their hig solubilization halo (diameter 4 cm)
from a collection of 392 isolates with tricalciurhgsphate solubilizing ability on Pikovskaya
(PVK) agar, obtained from the rhizosphere of rind different legumes. We examined these
bacteria for indole acetic acid (IAA) productionydnogen cyanide (HCN) production and
siderophores production. A total of 25 isolatesenstreened. Secondly, more PGP activities
were estimatedn vitro, such as nitrogen fixation, hydrolytic exo-enzynpeeduction and
ACC deaminase activity. The bacteria were evaluated for their ability to inhibitn vitro
fungi and bacteria plant pathogenic. On the baki$6& rDNA nucleotide sequences, all
selected isolates were identifiedEsterobactersp.,Aeromonasp. andPseudomonasp.

In the last part, it was essential to determine d#filects of inoculation with selected
rhizobacteria on the growth of rice plants. Thispsis determinative for the screening of the
most efficient bacteria and for the developmentiofertilizers composed by these biological
agents. Therefore, growth parameters of plantsulated were measured at 30 days. The
results of inoculation affirm the positive effedtaertain rhizospheric PSB on the growth of
rice under controlled conditions, which was mandddy significant increase of shoot height
and dry weights of roots and shoots. The most itapbrstimulations were detected for the
plants inoculated with the isolates PR29, PP22@Rd0. A combined inoculant composed
by these three bacteria and a fourth strain, ER/Mich gave the highest concentration of P
solubilizedin vitro, was used to inoculate the field. We obtained eraging results for the
grain yield and the quality of the product as coragao the fertilized control (urea) and the

plot treated with vegetable compost.
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Abstract

The results of this study are a beginning for ottrgoeriments of inoculation in field with

mixed inoculants containing the four PSB to bettederstand their interaction with plant, as
well as to optimize their use as biofertilizers fioe.

Keywords: Rhizosphere, PSB, PGPBihterobacter AeromonasPseudomonadiofertilizer,
biopesticide, Rice.
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Introduction générale

Le riz est la deuxieme céréale alimentaire prodistes le monde avec un taux de production
annuel d’environ 500 millions tonnes. Suite a laggion de I'extension exponentielle de la
population mondiale, l'augmentation de la produtdivdes systemes rizicoles, et
généralement celle des produits agricoles, semibleré urgent afin de couvrir les besoins
alimentaires et prévenir de la famine. Or, parmidentraintes qui menacent I'agriculture, on
trouve I'épuisement des ressources naturelleskaibsement des taux de rendement a cause
de la réduction de la superficie des sols agricaasraison de l'industrialisation et
'urbanisation. Pour y faire face et garantir lawg#é alimentaire, on fait appel aux fertilisants
et les pesticides. Ces produits chimiques sonbjzaappliqués en exces dans la majorité des

systemes d’agriculture.

Néanmoins, cette pratique irrationnelle est unsange aussi bien pour I'environnement que
pour 'lhomme. En effet, le lessivage de ces pradpitrement minéraux contribue a une
pollution significative des sols, des eaux de sugrfat des nappes phréatiques tout en affectant
le déséquilibre écologique. En plus, I'accumulataes résidus toxiques sur les produits
agricoles peuvent menacer la santé de consomma@uar.peut envisager aussi le
développement d’'une résistance chez les agentsgatiibgenes vis-a-vis des pesticides de
synthese. De point de vue économique, le prix deferilisants est élevé et hors porté des

petits agriculteurs.

Comme le phosphore est un facteur limitant pour breoses productions agricoles a cause
de sa carence en forme soluble (Haetisal, 2006), les engrais phosphatés présentent une
partie trés importante de ces fertilisants chimsgappliqués a l'agriculture. Toutefois, les
plantes utilisent juste une portion minime de cesr@dements et le reste est rapidement
converti en composes insolubles inassimilabledgpplante (Del Campill@t al, 1999), d’ou

une exigence permanente pour les apports chimigregendrant des complications

économiques et écologiques (Del Campé#ial, 1999 ; Harriset al.,2006).

Malgré la grande efficacité de ces produits agesahimiques, leurs multiples inconvénients
ont mis en cause leur utilisation, et la recherdbg approches alternatives semblent d’ordre
urgent. Suite a ces contraintes, le défi des agnesoc’est de trouver des stratégies qui
permettront d’améliorer le rendement et de luttartie les phytopathogenes tout en gardant
I'écosystéme intact. Celles-ci font appel a I'exgaltoon des microorganismes naturellement
impliquées dans les cycles géochimiques de la reat®insi, les bio-engrais et les bio-

pesticides a base d’agents biologiqgues ont donmuegent émergé comme alternative
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prometteuse de fertilisation chimique traditioneelCette technique présente un grand intérét

économique et écologique pour une agriculture derab

La microflore phytobénéfique du sol a été rapporfisg nombreux travaux, et les
rhizobactéries favorisant la croissance des plauasregroupées sous le terme PGPR (Plant
Growth Promoting Rhizobacteria). La possibilitéudjenenter le rendement du riz suite a son
inoculation avec les PGPR a été le but de plusieavaux (Vermeet al, 2001 ; Meunchang
et al, 2006 ; Beneduzet al, 2008 ; Khalimiet al, 2012). En effet, ces rhizobactéries
stimulent la croissance des plantes de différemeaniéres, directes et indirectes.
Evidemment, ces rhizobactéries promotrices stintud@ectement la plante en améliorant la
nutrition minérale via 'augmentation du stock duopphore assimilable, la promotion de la
relation symbiotique rhizobienne et la séquestnatio fer pour la plante par la production des
sidérophores. Les PGPR peuvent affecter aussi ksiglbgie végétale en modifiant
'équilibre hormonal. En effet, certaines rhizolsams sont capables de produire des
phytohormones telles que les auxines, et de dimiteueiveau d’éthylene produit par la
plante au cours des stress abiotique et biotiqud'amivité d’ACC désaminase. Quant aux
mécanismes indirects, certaines PGPR ont un eftgéegeur en faveur de la plante contre
différents pathogénes. Ces agents de biocontrOlavepe diminuer les maladies
phytopathogenes grace a plusieurs modes d’actiamatjonisme incluant la production des
meétabolites toxiques, des enzymes hydrolytiquesausti la compétition nutritionnelle et
spatiale. En outre, certains agents de lutte bigley peuvent renforcer la résistance
systémique de la plante contre un large spectgedta pathogénes.

Effectivement, les premiers travaux confirmanttienalation de la croissance végétale et la
protection des plantes suite a l'inoculation deairges avec des rhizobactéries sont ceux de
Burr et al (1978) et Kloeppeet al. (1980). Apres, c’était le démarrage de plusietusles
traitant les populations bactériennes rhizosphésggaurtout celles bénéfiques a la végétation.
Pendant cette derniére décennie, de nombreusesesdpactériennes sont isolées et exploités
pour leurs activités a la fois de « bio-engraid dee « bio-pesticide », telles g&hizobium,
Bacillus, Serratia, Azospirillum, Streptomycé&sjterobacteret PseudomonagHilali et al,
2001 ; Orharet al, 2006 ; De Vleesschauwer & Hofte, 2007 ; Castéal, 2008 ; Logmaret

al., 2009 ; Morales-Garciat al, 2011 ; Noori & Saud, 2012). En tenant en compte
'augmentation de la productivité tout en protégdarconsommateur et I'environnement, la

tendance actuelle est vers une riziculture orgamiiologique et écologique. Cette stratégie
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prend en considération la fertilisation des deutigs: la plante et le sol, et I'exploitation des

interactions microbiennes rhizosphériques en fadeures deux parties.

Dans ce contexte, I'objectif principal de ce prégeavail, est de vérifier si le riz et certane
légumineuses naturelles abritent dans leur rhizargpties bactéries solubilisant le phosphate,
capables de réagir comme PGPR, et d’'améliorerdssance du riz. Ces objectifs ont été
réalisés selon les démarches suivantes :

Isolement des rhizobactéries autochtones a pagtiegumineuses et de variétés
différentes du riz Qryza sativa collectées respectivement au Nord et au Nord-

Ouest du Maroc en se basant sur leur capacit@&bissér le phosphate minéral ;

* Recherche des activités PGP et séledtiontro de celles ayant plus d’activités ;

« Evaluationin vitro des PGPR sélectionnées sur des bactéries et a@pigimons
phytopathogénes telluriques ;

» Caractérisation des souches sélectionnées paodeitimoléculaires ;

» Etude d'effet des souches PGPR sur la croissande,drariété Puntal, sous les

conditions de la chambre de culture ;

» Evaluation, au champ, d’effet des souches donrestekilleurs résultats en pots.

Pour cela, une synthése bibliographique relative B8P ayant des activités PGPR a été
réalisée, et plusieurs approches expérimentalesrmuiite été retenues.
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1. PHOSPHORE COMME ELEMENT NUTRITIF POUR LA VEGETATION

1.1. Importance de phosphore

Le phosphore (P) est, avec l'azote et le potassium,des trois €léments majeurs dans la
nutrition minérale pour les végétaux car il eseasisl pour la croissance et le développement
de la plante (Bushmaat al, 2009). Il est I'un des constituants irremplagabtians des
réactions indispensables présentées par les cosylents : TADN-ARN qui est le support
de la vie et de linformation génétique en assulantéplication, 'ATP-ADP qui est le
support de I'énergie nécessaire pour tous les ggasevitaux comme ceux de synthese, et le
NADP-NADPH; qui est primordial pour les réactions d’oxydoréhrc

Le P est nécessaire pour des fonctions physiolegiqutales chez la plante comme la
photosynthese et la formation de toutes les mernabraallulaires (Wt al., 2005). Il entre
dans la composition des phospholipides, des phpspténes et de nombreux co-enzymes
(Ozanne, 1980). Il représente environ 0.2% du psétsde la plante. Cet élément régularise
le développement et la reproduction de plante ajosila fructification, la maturation et la
gualité du produit, et la mise en réserve des sufifhan etal., 2009). Cet élément est
principalement absorbé pendant la croissance Mégptar étre transféré pendant le stade
reproductif vers les fruits et les graines (Awasthal., 2011). En plus, le P est mobile dans
les plantes, puisque en cas de carence, il seadégbs tissus agés vers les tissus jeunes qui
sont plus actifs. Il favorise aussi la résistanes plantes au froid et améliore leur défense vis-
a-vis des agents pathogenes. Alors, la disporbdié cet élément au niveau du sol en
guantités adéquates est trés importante surtoutapénes premiers stades de la croissance

des plantes et aussi lors du développement desesgaproductifs.

En outre, le P peut méme affecter la nutrition éathez les légumineuses. La carence en P
dans le sol a un effet inhibiteur sur la nodula@amsi que la fixation d’azote. En effet, Satl
al. (1999) ont montré que I'apport de superphosphatgnente la concentration d’azote dans

le ray-grass et dans le tréfle souterrain.

1.2. Phosphore dans le sol

Dans la solution du sol, le phosphore soluble save sous la forme d’ions phosphates
H.PO, et HPQZ dont leurs concentrations different selon le pHmwlieu. Et ces ions sont
les formes absorbées par les plantes. Une grantle ga P soluble est rapidement adsorbée

4
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ou précipitée par les ions et les particules du eal bien immobilisée par les
microorganismes, en devenant ainsi indisponible fpoplante. D’ou sa considération comme
facteur limitant pour beaucoup des produits age€ole cycle du phosphore dans les sols
agricoles est donné dans la figure 1.

Reésidus
végétaux et
animanx

Absorption
par la plante 4y

Formes
hydrosolubles de
phosphore
H,PO ,/HPO,*

IMMOBILISATION PRECIPITATION

MINERALISATION DISSOLUTION

Phosphore
organique

Phosphore
minéral

Lessivage

Figure 1: Cycle du P dans les sols cultivés.

Suite au processus d’'immobilisation, d’adsorptibdesprécipitation des ions phosphates, le P
combiné est présent dans le sol sous deux forragganique et minéral. Ces deux formes
sont disponibles pour les plantes seulement aprgsgréralisation du phosphate organique et
la dissolution du phosphate minéral.

1.2.1. Phosphore organique

Les formes organiques de P sont associées a larmatiganique stable et les fractions qui
dérivent des microorganismes, des végétaux et demaax en decomposition. Le P
organique représente 30 a 50% du P total du saliriRez & Fraga, 1999). La grande
portion est présentée sous forme des phytatesoqtiis réserve principale du phosphore que
I'on trouve dans les graines et dans bon nhombreaciees et tubercules, et c’est la forme la
plus stable (Harley & Smithm, 1983).
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1.2.2. Phosphore minéral

Le phosphore minéral est associé aux composés aax@&omme l'aluminium et le fer dans
les sols acides, et a des composés calciques elasslt alcalins, comme la majorité des sols

marocains.

Les deux formes, soit organique ou minérale, né pam assimilables par la plante. Et la
majorité des sols agricoles renferment des résempsrtantes du P insoluble. Environ 95-
99% de la teneur totale en P est sous la formdublsy non assimilable par les plantes
(Vassilevaet al., 1998). Lorsque la teneur en P assimilable estieffie a 250-300 mg de

P,Os/kg de terre, I'ajout du P soluble devient obligegoqui est apporté sous la forme des

fertilisants phosphatés.

1.3. Impact des produits agricoles chimiques : fertilisats et pesticides

Apres la récolte, les éléments nutritifs qui omvsa@ la croissance des produits agricoles,
doivent étre compenseés au sol afin d’en conseavégrtilité. Ceci fait appel aux applications
des fertilisants chimiques qui sont utilisés ayssur augmenter la productivité afin de
répondre aux besoins de la population mondialeegtien extension continue. Ces engrais
subissent des transformations chimiques et biolegigqqui contribuent a la libération des ions
dans le sol et qui peuvent étre absorbées paatases des plantes, mais une grande partie est

perdue et accumulée dans le sol.

Quant a la lutte chimique, malgré la grande efitéades pesticides utilisés contre les agents
phytopathogénes ou les parasites, les effets sairteadle ces produits chimiques ont remis
en cause leur usage. En effet, des études ont énqué certains pesticides présentent une
toxicité aigue pour I'hnomme et les organismes nitnes partageant I'écosysteme avec les
agresseurs dont les rhizobactéries phytobénéfitprespartie (Ahemad & Khan, 2010). De

plus, les phytopathogénes visés peuvent acquésgr résistance a ces produits suite a

l'utilisation répétée des mémes molécules chimiques

L’application intensive de ces produits et I'acclation au niveau du sol de toutes ces
particules purement chimiques peuvent contribuedea forts dégats concernant I'état
ecologique des systémes culturaux (Villarreal-Sanet al, 2003). En conséquence, divers

types de pollution ont apparus en touchant les tompartiments ; le sol, 'atmospheére et les
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milieux aquatiques, en causant des déséquilibtessiis des cycles biogéochimiques de la
matiere (Tanakat al.,2006).

1.3.1. Inconvénients liés aux engrais phosphatés

Le phosphore est un facteur limitant pour nombrproduits agricoles a cause de sa faible
concentration sous la forme soluble dans les adisvables. Cet élément est fourni au sol
sous formes des engrais phosphatés. Apres legedifés transformations auxquelles ces
fertilisants chimiques sont soumises au niveauoflues phosphore est enfin libéré sous forme
des deux ions : ##O,” ou HPQZ selon le pH du milieu (Stevenson, 1986 ; Bushmiaal.,

2009), et qui sont absorbées par les racines.

Néanmoins, le P soluble appliqué sous la formeelétisants chimiques est soumis aussi au
méme processus de fixation car une grande parteesiéons hydrosolubles est précipitée ou
adsorbée, alors indisponible pour les plante ($t®we 1986). Dans le sol alcalin, comme
c'est le cas de la majorité des sols marocains (R806), une partie considérable de ces ions
réagit avec le calcium pour se précipiter sous éod®m phosphate dicalcique ou tricalcique et
par la suite la formation des apatites (Gyanesktvat, 2002). Alors que dans les sols acides,
le P soluble est adsorbé aux particules d’argilaust hydroxydes de fer et d’aluminium en
formant par la fin de strengite (FePZH,0) et variscite(AIPO4.2H,0) (Whitelaw, 2000).
Dans les deux cas, on assiste a la formation deéraix trés stables et peu solubles, donc le
P devient moins disponible pour les plantes ce djminue l'efficacité des engrais
phosphatés. Il a été estimé que juste une port®rb-@5% des fertilisants phosphatés
appliguée aux agro-écosystemes est absorbé palaews (Wild, 1988). D’ou un apport
permanent de ces engrais reste toujours indispkensab

Mais du fait des applications répétées et parfeiessives d’engrais phosphatés provoquent
généralement 'augmentation du niveau de satur&tioR du sol (Beauregard, 2010). Suite a
I'érosion du sol et au lessivage, le P est trariégasqu’aux courants d’eau et aussi aux eaux
souterraines. La pollution des eaux par cet élénfeardrise la croissance des organismes
dépendant du P, comme les algues et le phytoplarstocréant des populations denses ou
fleurs d'eau. Dans ces conditions, 'oxygene esfuxt d'arriver aux organismes aquatiques, et
en absence d’énergie lumineuse, les plantes ageatiqyarrivent pas a réaliser la

photosynthese, perturbant ainsi la vie aquatiqeepli@nomeéne est appelé "eutrophisation”.
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En plus, Beauregard (2010) a démontré que la cotposges fertilisants phosphatés ajoutés
au sol ainsi que la dose de P appliquée avaientimpact sur la distribution des
microorganismes dans les différentes parcelles thmp, en particulier les populations
bactériennes et fongiques. Il a été observé gtextiisation en P minéral a permis de hausser
significativement les flux de P et le P soluble shl, mais aussi de diminuer le degré
d’activité et de biomasse de certains groupes miens dont les champignons et les bactéries
Gram positives (Beauregard, 2010).

D’autre part, la plus part de ces fertilisants gihadéés commercialisés sont de prix élevé et
polluants a produire. En effet, le processus deuymtion de BOs nécessite de soufre importé
et suivant une procédure d’extraction par l'acidéfusique trés polluante produisant des
dépdts riches en fluor et des gazs a effet de sgrrmenacant ainsi 'atmosphere et I'eau
(Gyaneshwaet al, 2002; Vassilev & Vassileva, 2003).

De ce fait, 'usage de ces produits chimiques sétfli en agriculture, soit dans le but de
fertilisation ou de protection a été mis en caesd, a été nécessaire de trouver de nouvelles
approches pour améliorer la production agricole gefaient moins polluantes, moins
couteuses mais aussi efficaces. Alors, parmi Iegisns alternes qui ont attiré I'attention des
agronomes c’est l'utilisation rationnelle des manganismes impliqués naturellement dans
les cycles biogéochimiques de la matiére. Ainsis deuvelles stratégies telles que le
développement des bio-engrais et bio-pesticidea Bake des microorganismes ont donc
logiqguement émergé comme alternatives efficacegbiles et moins couteuses que la voie
chimique. Dans ce contexte, 'amélioration de Hilfe2 des agro-écosystemes en solubilisant
le P inorganique présente une approche rationalgiar augmenter la production
agriculturale. Et d’ailleurs, plusieurs travaux aoinfirmé la capacité de différentes espéces
bactériennes de solubiliser des composés phospiatéganique tels que le phosphate
tricalcique, dicalcique, I'apatite et le phosphatdurel. Et d’ailleurs, I'effet positif de ces
bactéries surtout celles associés aux racineshiesbactéries (Antoun & Kloepper, 2001),

sur la croissance des plantes est bien documenteé.
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2. BACTERIES SOLUBILISANT LE PHOSPHATE (BSP) COMME SOL UTION
ALTERNATIVE

2.1. Interaction microorganismes-plantes

La majorité des bactéries dissolvant le phosphatetg isolées de a la rhizosphere, c'est-a-
dire ces bactéries sont capables de coloniseatéseas des plantes et d’ou leur dénomination
des « rhizobactéries » (Antoun & Kloepper, 2001ffe&ivement, cette partie du sol est le
lieu de fortes activités microbiennes influencéas lps excrétions racinaires qui sont une
source d’énergie pour cette microflore rhizosphériqEn retour, ces microorganismes

peuvent affecter la croissance de plante et s& gasitivement ou négativement.

2.1.1. Définition de rhizosphére

La rhizosphere c’est le sol qui adhere aux ractessplantes. Elle est fortement influencée
par l'activité des racines (Brimecombe, 2001). €e#tone est composée par trois
compartiments : I'endorhizosphere, le rhizoplanl'exorhizosphére (Gobagét al, 2003).

L’endorhizosphére est présentée par les racinepldages renfermant les microorganismes
vivant a l'intérieur de ces tissus végétaux, leslophytes (Kloeppert al., 1988). Le

rhizoplan c’est la surface des racines incluant dagticules du sol fortement adhérées.
L’exorhizosphére se réfere au sol lié aux raciriesoamis a I'effet des rhizodépositions, par

opposition au sol distant non-rhizosphérique.

Couramment, I'exorhizosphére s’identifie comme okhére (Bareat al., 2005). C’est au
niveau de la rhizosphére que se déroulent des ggosdrés importants comme les cycles
géochimiques de la matiére ainsi que les diffésengeractions entre les plantes et les

microorganismes.

2.1.2. Effet rhizosphérique

La rhizosphére est une zone de forte interactiotreefe sol, les plantes et les
microorganismes. L’activité microbienne est plu®itse dans cette zone car c’est la partie la
plus riche en matiére organique (Brimecombe, 200&)&té rapporté que les racines liberent
plus de 40% des produits de photosynthése au nigdeacette zone (Whipps, 1990). En
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conséquence, la biologie ainsi que la chimie déecatne different de celles du sol non

adhérent aux racines.

Ces exsudats racinaires, ou rhizodépositions, sedeesource d’énergie et de nourriture pour
la microflore rhizosphérique (Whipps, 2001), aféettainsi la biodiversité de ces populations
microbiennes soit en stimulant ou en inhibant ceetaespeces. Ce phénomene est identifié

comme « effet rhizosphérique » (Morgan & Whipp)20

La composition des rhizodépositions est affectéedperents facteurs environnementaux tel
gue la température, le pH, 'humidité, la lumietdeetype du sol, et aussi par des facteurs
biotiques tels que I'age et I'espece des planteaftPet al, 2000 ; Singh & Mukerji, 2006).
Par conséquent, la modification de I'un de cesefast entraine un changement au niveau de
la densité et la diversité de la microflore rhizospque. Parmi ces populations
rhizosphériques, les bactéries sont plus abondgotetes champignons et les Actinomycetes,
avec une densité de I'ordre de'¥§ du sol (Foster, 1988). Elles sont dénommées des
« rhizobactéries » vue leur forte colonisationalenizosphere (Antoun & Kloepper, 2001).

2.2. Bactéries solubilisant le phosphate (BSP)

2.2.1. Définition de BSP

La solubilisation du phosphate minéral et sa caigaren forme soluble disponible pour les
plantes est un phénotype commun au niveau de phssikizobactéries, d’ou leur appellation

« bactéries solubilisant le phosphate » BSP (Pérezd, 2007). Auparavant, I'effet positif
exercé par les BSP en dissolvant le phosphateasap assez d’attention comme c’est le cas
pour la fixation symbiotique d’azote atmosphériqiais de nombreux travaux tels que
Chabotet al. (1996), Antounet al. (1998), Peixet al. (2001b) et Hilaliet al. (2001), ont
démontré la colonisation et la stimulation de laissance de certaines plantes non
légumineuses telles que le mais, la laitue, lesrddirge et le blé en présence des souches de
Rhizobium, Sinorhizobiumt Bradyrhizibium en soulignant I'importance de biosolubilisation

du phosphate et son intervention dans la stimulaifmienue.

Dans ce contexte, plusieurs travaux au long delesseres années ont démontré la capacités
de certaines bactéries rhizosphériques a solubiksecomplexes phosphatés et les rendre
assimilables pour les plantes (Rodriguez & Fra@®91, Chunget al., 2005 ; Cheret al,
2006; Pérezt al, 2007 ; Oliveiraet al, 2009). Récemment, Awastkt al., (2011) ont

10
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récapitulé les BSP et leurs interactions avecdatpl Ces bactéries jouent un réle primordial
dans le cycle biogéochimique du P dans les écamgstaaturels et agricultures (Chang &
Yang, 2009).

Parmi les genres bactériens ayant cette activitébiisatrice, on trouvePseudomonas
Rhizobium Enterobactey Bacillus Pantoea Klebsiella Serretia AeromonasBurkholderia

et AzotobacterfKumaret al.,2001 ; Chunget al, 2005 ; Rudreskt al.,2005 ; Cheret al,
2006 ; Kumaret al., 2012 ; Muletaet al., 2013). La majorité de ces BSP solubilisent plus
efficacement les complexes phosphatés calciques@me les autres complexes, ferriques
et aluminiques (Fe-P et Al-P), notamment dans ldsi@s liquides comme il a été rapporté
dans la littérature (Soet al.,2006 ; Péreet al, 2007, Oliveiraet al, 2009 ; Chang & Yang,
2009). Ainsi, I'application de ces bactéries auealy du sol, surtout les sols alcalins, peut
augmenter la teneur des sols en P soluble en boatri a I'amélioration de la nutrition

phosphatée des plantes ainsi que la productiviétaée.

De ce fait, I'application de ces BSP peut contribaelong terme a la diminution de la
dépendance de I'agriculture vis-a-vis des engragsphatés. Justement, plusieurs études ont
démontré la stimulation de croissance végétale'agigientation de la productivité des
plantes suite a l'inoculation avec ces bactériesalvant le P inorganique comme le riz
(Meunchanget al, 2006), le mais et la laitue (Chalettal., 1993 ; Hameedat al, 2008), le

blé (Harriset al.,2006 ; Cheret al.,2008). En outre, Sapsirisopaal.(2009) ont obtenu une
améelioration significative de la germination, de daissance et de la productivité d’'une
variété thailandaise du riz inoculée avec une sB$P,Bacillus megateriunA12ag, dans

les conditions de stress salin, mieux que celldemigs soit en présence de l'autre souche

productrice d’ACC désaminag®acillus licheniformiB2r, ou de fertilisants chimiques.

Une autre propriété bénéfique liee a ces BSP, éppelussi des « phosphobactéries » (Chen
et al, 2008) est présentée par l'interaction bénéfiqueeeces rhizobactéries dissolvant le
phosphate et les bactéries fixatrices d’azotes mtighes avec les légumineuses en
améliorant la relation symbiotique rhizobienne.dfiet, Rosa®t al (2006) ont rapporté que

la co-inoculation du soja3lycine max..) avec des souches BI®eudomonas putid&P21

et SP22) eBradyrhizobium japonicunilliB, a affecté positivement le nombre des nodude

le poids sec de la plante.

Des résultats identiques ont été exposés auparegaoernant le haricoPpaseolus vulgaris

L.) inoculé avec la souchBurkholderia cepacidsSAOCV2 dissolvant le P inorganique et

11
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antagoniste des champignons phytopathogenes €éPalx2001a). Récemment, Badagtial.
(2011) ont obtenu des résultats positifs importaatscernant la relation symbiotique entre
I'arachide cultivée et la souchgradyrhizobiumsp. USDA 3456 (le poids et le nombre des
nodules, et I'activité d’enzyme nitrogénase) et stimulation significative de la croissance
racinaire et aérienne de plante, le rendementaidéité du produit en présence d’'une souche
BSP, Serratia marcescenEG en comparaison avec le contréle non inoculéeoreste des
tests d’inoculation aprés 75 jours de croissancehamp.

3. RHIZOBACTERIES FAVORISANT LA CROISSANCE DES PLANTES (PGPR)
ET LEURS MODES D’ACTION

3.1. Définition des PGPR

Les interactions plante-rhizobactéries au niveauladehizosphere peuvent étre déléteres,
neutres ou positives pour la plante. Et les BSPamouéliorent la nutrition phosphatée des
plantes en augmentant la disponibilité du P soldbles le sol, font partie d’'un groupe plus
vaste des rhizobactéries qui affectent positivent@ptante. Ces rhizobactéries sont connues
sous le nom de « rhizobactéries favorisant la samise des plantes » ou bien PGPR (Plant

Growth Promoting Rhizobacteria).

Le terme « PGPR » a été créé pour la premierepaisKloepper et Schroth en 1978. Il
regroupe toutes les bactéries phytobénéfiques ymbistiques vivant dans la rhizosphére.
Ces rhizobactéries sont souvent en association kvgtante, proches des racines ou a
I'intérieur des tissus végétaux d'ou leur dénomoratdes « endophytes » (Kloeppstr al,
1988). L’effet positif conféré par ces PGPR pourplante se manifeste surtout par la
stimulation de croissance racinaire, I'amélioratidm rendement et de qualité du produit,
'augmentation du taux de germination et de surtsefeuilles et le biocontrole (Karlidag

al., 2007 ; Rajkumaet al., 2008 ; Lucaset al., 2009 ; Ramyasmruttat al, 2012). En effet,
ces rhizobactéries peuvent influencer la physielag la plante ainsi que I'espace racinaire

grace aux différents mécanismes qui peuvent éteetdis ou indirectes.

En fonction de nombreuses études effectuées damslete les PGPR regroupent différentes
especes bactériennes. Parmi les PGPR utiliséed’ofertsilation des plantes et ayant donné
de résultats significativement appréciables, cali@gartenant au genkhizobium(Hilali et
al., 2001),Bacillus (Orhanet al, 2006),Azospirillum (Casséaret al, 2008), Pseudomonas

12
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(Lucaset al, 2009),Serratia(De Vleesschauwer & Hoéfte, 200antoea(Khalimi et al,
2012) eteEnterobactel(Morales-Garciat al, 2011).

Les PGPR sont associées aux nombreux types végétaypeuvent coloniser différentes
parties de la plante ; la surface des racines e lai partie interne de la plante en colonisant
différents organes. D’ailleurs, Rameshal, (2009) se sont intéressé aux endophytes PGPR
associés a plusieurs plantes ('aubergine, le aobce et I'arachide). Certaines de ces
bactéries appartenant Bacillus Pseudomonast Enterobacter,ont diminué I'infection
d’aubergine aveRalstonia solanacearupar 70% tout en stimulant la croissance de la plant
dans les conditions de la chambre de culture (Riaetes., 2009).

3.1.1. Genre Pseudomonas

Les Pseudomonaspp. ce sont des bactéries ubiquistes sous formebaelles a Gram-
négatif, aérobies strictes. Elles arrivent a caenle sol, surtout la rhizosphere et les racines,
et a y maintenir une forte densité de populatioagdi& Keel, 2003). Elles représentent plus
de 10% de la microflore rhizosphérique cultivablarfawskiet al, 2003). Et d'ailleurs,
Josephet al. (2007) ont rapporté que ce genre c'était le plamidant au niveau de la
rhizosphere de pois chiche en comparaison aveaukess genres isoléBacillus, Rhizobium

et Azotobacter La grande compétence de ce genre au niveau deiZesphére est due
particulierement a son taux de croissance pluséétpye celui de la plupart des autres
bactéries et aussi a leur capacité a utiliser miffies sources d’énergie issues des exsudats
racinaires (Chin-A-Woengt al, 2000).

Les PGPR renferment beaucoup des souchePs#edomonasCe groupe a acquit une
attention particuliéere du monde entier, et il a l&iBjet de plusieurs études réalisées sur les
rhizobactéries phytobénéfiques. Les premiers effgltytobénéfiques obtenus suite a
inoculation avec les souches appartenant a ceregenotammentPseudomonasspp.
fluorescents, ont été rapportés par Bairal. (1978) et Kloepper et Schroth (1978). A la suite
de l'intérét suscité de ces publications, une gegatt du travail de recherche agronomique a
été consacrée pour ces bactéries, en particuleerPtudomonaspp. fluorescents. Et
d’ailleurs, Lemanceau (1992) a discuté les diff@enactivités positives caractérisant les

Pseudomonaspp. fluorescents en faveur de la plante.

Les Pseudomonaspp sont parmi les BSP les plus abondantes aauigie la rhizosphere

13
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(Muletaet al, 2013). En plus de leur pouvoir a solubiliser JgRsieurs souches appartenant
a ce genre sont capables de produire des phytohesyen particulier I'AlA (Patten & Glick,
2002 ; Ahmackt al, 2005 ; Gravett al, 2007). En outre, les antagonistes les plus efiisi
présents dans le sol appartiennent Begudomonaspp. fluorescents et les especes les plus
importantes sontP. fluorescens, P. putidaet P. aeruginosa(Haas & Défago, 2005 ;
Ramyasmruthet al, 2012). Le biocontréle conféré par ces souched(estune combinaison
synergétique des activités a effet protecteur cortar@roduction des sidérophores, d’acide
cyanhydrique, des antibiotiques et des differertsanzymes hydrolytiques (Haas & Défago,
2005 ; Trivediet al, 2008). En plus, Bakkest al. (2007) ont montré la grande efficience de

ces souches dans le biocontréle et la suppress®pluytopathologies via le processus d’ISR.

Ces multiples caractéristiques intrinseques ledaenparticulierement intéressantes pour leur
usage dans la bio-fertilisation et le biocontr@@ailleurs, des résultats encourageantes ont
été obtenus en faveur du mais, la laitue (Chabat, 1993), le colza (Patten & Glick, 2002),
la tomate (Gravekt al, 2007), le poivron rouge (Rajkumat al, 2008), la marjolaine
(Banchioet al, 2008) et I'haricot (Shahaet al, 2009). Récemment, deux souchesRle
fluorescensayant des caracteres phytobénéfiques diversifiéfea fertilisant, stimulant et
protecteur, ont stimulé la germination et la cramg® du blé et du piment tout en diminuant
l'infection par plusieurs champignons phytopathage(Gull & Hafeez, 2012 ; Ramyasmruthi
et al, 2012).

En plus, certaines souches appartenant a ce grpepeent ameéliorer I'absorption des
éléments tels que I'azote et le potassium. En,dHeato-inoculation de soj&(ycine max..)

et de luzerneMedicago satival..) avec des souches BSPseudomonas putidéSP21 et
SP22),Bradyrhizobium japonicunTllIB et Sinorhizobium melilotBDOh13, avaient un effet

positif sur le nombre des nodules, leur poids seelei de la plante (Rosas al., 2006).

3.2.Mode d’action des PGPR

Compte tenu de lI'importance des PGPR comme alieesaprometteuses pour les produits
chimiques, de nombreux travaux ont porté sur laactérisation et I'apprentissage de
différents mécanismes dont ces bactéries phytologmsf peuvent influencer la croissance et
le développement de la plante. Les modes d’actienceds bactéries bénéfiques sont
compliqués et peuvent affecter la balance microi@eau niveau de la rhizosphére et aussi

provoquer des altérations physiologiques chezdatpl
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Et les difféerentes activités phytobénéfiques exascpar les rhizobactéries peuvent étre
classifiés en trois grands groupes: Biofertilisati Biostimulation et Bioprotection
(Nihorimbereet al, 2011).

3.2.1. Biofertilisation (PGPR a effet fertilisant)

Les PGPR a effet fertilisant ce sont les rhizob#sgéequi favorisent la disponibilité des
nutriments au niveau de la rhizosphére. Ces PGBRrblisants stimulent directement la
croissance végétale en améliorant la disponibiléé éléments minéraux pour la plante, ou
indirectement en affectant positivement les associs symbiotiques entre les
microorganismes et leurs plantes hotes (Vesse\3)2@ans ce cas, les PGPR n’entrent pas
forcément en interaction directe avec la plantejsnelles influencent les conditions
abiotiques et biotiques de la rhizosphere. Les @kesries plus importants sont les bactéries
fixatrices non symbiotiques d’azote atmosphérigua solubilisation de phosphate.

3.2.1.1. Amélioration de la nutrition azotée : Fixation bac€&rienne d’azote

atmosphérique

L’'azote (N) représente le premier élément nutsuir la liste des besoins minéraux des
veégetaux. Il est un constituant primordial poursyamthese des molécules importantes telles
gue les acides nucléiques, les acides aminés etaleposés azotés organiques issus de
processus de fixation biologique d'azote (Egamisali & Kucharova, 2008). Par
lintermédiaire de la chlorophylle, l'azote conwid a lactivité photosynthétique qui
représente la base de tous les processus biolegiglise passent dans la plante. Cet élément
est présent sous deux états : libre (dans I'atm@gplet combiné (soit minéral ou organique
au niveau du sol). L'azote du sol provient en mtgade I'atmosphére grace a l'activité des
microorganismes du sol. Une autre origine estdide activités humaines, surtout les apports

d’engrais minéraux ou organiques.

Il est un facteur déterminant pour la productidgFonomique malgré son abondance dans la
nature, car l'azote atmosphérique n’est disponifplee pour une portion minime des
microorganismes associés a certaines plantes [@infid2012). Les végétaux peuvent

s’alimenter en azote par deux voies :
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+ soit en assimilant I'azote du sol sous forme deatds (NQ) et d’ammonium (NH)
et qui sont issues surtout d’engrais azotés etpamge de la minéralisation d’azote
organique ;

* soit en transformant I'azote atmosphérique d’urrenéogazeuse non assimilable par
les plantes & une forme plus disponible N6 NH;") grace au processus microbien
nommeé « la fixation biologique d’azote atmosphédeic.

La fixation biologique de I'azote atmosphérique &sturée exclusivement par les procaryotes
par I'intermédiaire de I'enzyme nitrogénase. Cecpssus microbien consiste a réduire I'azote
atmosphérique (N en ammoniac (Nk) qui est offert & la plante comme source d’azbée.
fixation biologique d’azote c’est le mécanisme pifal permettant l'introduction d’azote

dans la biosphere, selon deux modes :

. Association symbiotique

Cette association existe entre la plante et lesamiganismes de la rhizosphere associés aux
racines en formant des structures racinaires pégies appelées «nodosités » et
« mycorhizes ». Les nodosités, appelées aussiatkdas, se sont formé lors de la symbiose
rhizobienne. Ce type d’association consiste ernioglaymbiotique entre les rhizobiums et les
racines des Iégumineuses. Quant aux mycorhizesgrlsformés lors de la symbiose entre les
champignons et la plante héte. Dans les deux ag&ots, la plante fournit de I'énergie sous
forme des exsudats racinaires a ces microorganjsianedis que ces derniers fournissent a
leur tour de 'ammoniac ou des composés synthétisedes processus enzymatiques. Dans
les deux cas, les agents fixateurs symbiotiquesi@@nt une niche exclusive, tandis que la
plante héte recoit en retour son propre besoirzetegAndrewet al, 2007).

Or, et selon plusieurs chercheurs, cette fixatipnksotiqgue n’est pas identifiée comme une
des activités phytobénéfiques des PGPR, car lifieation classique des PGPR déclarée par
Kloepperet al (1989) est que ces bactéries sont définies codanehizobactéries qui vivent

d’'une maniéere libre pres des racines. Alors qu&titaulation de croissance de la plante héte

est obtenue suite a une association symbiotiquec danfixation symbiotique d’azote

atmosphérique n’est pas considérée comme unetad®@P (Antoun & Prévost, 2005).
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Néanmoins, ces bactéries symbiotiques ne sontfeé@sscomme des PGPR que quand elles
favorisent le développement d’'une plante non-légenrse. D’ailleurs, plusieurs rhizobiums
partagent nombreux propriétés caractérisant lesRPGdmme la solubilisation de P, le
production des phytohormones, des sidérophoresid@'acyanhydrique et méme elles
arrivent a coloniser les racines des non légumemes a stimuler leur croissance comme
c’est le cas de l'orge inoculé avec la souche B&&sorhizobium mediterraneuPECA21,
dans les conditions de la chambre de culture (Eteak,2001b).

D’ailleurs, dans les systémes de rotation, sougestrhizobiums se comportent comme des
PGPR endophytes pour les plantes non légumineebes gue le riz cultivé en rotation avec
le trefle (Yanniet al, 1997) et le mais cultivé en rotation avec I'hari@Guttieérrez-Zamora &
Martinez-Romero, 2001). Cependant, certaines dbaetgries symbiotiques peuvent exercer
un effet délétere contre la plante non léguminelse.effet, des souches d&hizobium
leguminosarunbv. trifolii ont été isolées a partir du blé cultivé en rotatwec le trefle, et
ayant un effet négatif sur la croissance du blégrealleurs nombreuses caracteres
phytobénéfiquegn vitro telles que la solubilisation de P inorganiqueaegpioduction d’AlA
(Hilali, et al, 2001). Ainsi, avant d’inoculer les graines degul@ineuses avec les souches
rhizobiennes, il faut s’assurer de leur effet confP@PR sur le développement de la plante
choisie en rotation (Hilakt al, 2001).

. Fixation libre

La fixation non symbiotique a été parmi les presieecanismes bactériens identifies comme
susceptibles d’'induire une augmentation de crosaggétale. Les rhizobactéries ayant cette
activité bénéfique sont souvent rapportés comme hiefertilisants qui contribuent a la

réduction d’apport des fertilisants chimiques. E€dikation est assurée par des bactéries
diazotrophes libres vivant au niveau de la rhizeésplou a l'intérieur des tissus de la plante et

qui sont capables de fixer I'azote atmosphérique.

Le premier genre bactérien identifié comme PGPRea cette activité phytobénéfique
c’était I'Azospirillum utilisé comme inoculum pour le blé (Baldaeti al, 1987). Et apres,
plusieurs genres diazotrophes ont été isolés, dast endophytes tels quantoeasp. et
Azoarcussp. issu du rizBurkholderia sp. etGluconacetobacter diazotrophicusolés de
canne a sucre, patate douce, café et d'autresepldRan & Vessey, 2001 ; Vernea al,
2001 ; Mufoz-Rojas & Caballero-Mellado, 2003) ouerbirhizosphériques tels que
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Azotobactesp. etBacillussp. (Dobbelaeret al, 2003).

La fixation libre d’azote atmosphérique est consdécomme l'un des mécanismes
microbiens les plus importants que les PGPR peuwdiger pour stimuler la croissance des
plantes tout en minimisant la dépendance de l'aljtie vis-a-vis des engrais azotés
(Shridhar, 2012). De nombreux travaux ont rapplartéapacité des ces PGPR a promouvoir
le développement et la croissance des plantes iGghal, 2006 ; Beneduzet al, 2008 ;
Banchioet al, 2008). Certaines de ces bactéries sont ausdvlespde produire des hormones
qui pourront stimuler davantage la croissance destgs. Certaines bactéries peuvent
synthétiser plus d’un type de phytohormones comngesouche dzotobacteiqui produit de

la gibbérelline (GA), de l'auxine et de la cytokiei et des isolats Atetobacterqui sont
capables de produire I'AIA et GA (Hyoungt al, 2006). De méme, une souche
d’Azospirillum brasilensest capable de produire trois types d’hormon&sA] GA et de la
zéatine (Casséet al, 2008).

3.2.1.2. Amélioration de la disponibilité du P

Malgré I'abondance du P dans le sol, sous la farmmerale ou organique, il est un nutriment
majeur limitant pour l'agriculture car la grandertpa est insoluble. En plus, la nutrition
minérale de plantes est fortement dépendante disjonibilité de P soluble dans le sol.
Certaines bactéries qui sont associées aux ragieesent dissoudre des composes
phosphatés, organiques et/ou minéraux, et augmeatda suite le taux du P soluble dans le
sol, assimilable par la plante (Prasaehal, 2011) d’ou leur désignation comme des PGPR-
Biofertilisants. Ces souches sont identifiées conu®e « solubilisatrices » de P et parfois
sont nommeées des « phosphobactéries » (Ehah, 2008). Ainsi, I'enrichissement du sol en
P soluble via des processus biologiques est ueenattve rationaliste qui peut empécher la

dégradation des écosystemes et d’améliorer lewaluptivité.

* Phosphate organique

La forme organique du P présente 30 a 50% de P dataol, surtout sous la forme de
phytates du sol synthétisés par les plantes (Reezig& Fraga, 1999), c’est la forme
organique la plus stable. Une autre source du &agge est liée a I'intervention humaine. En

18



Chapitre | : Synthése bibliographique

effet, certains produits utilisés dans la vie qidietine tels que les détergents, contribuent a

'accumulation et 'augmentation des réserves deganique insoluble dans I'environnement.

Afin que cette source organigue de P soit dispergblabsorbée par les plantes, elle doit étre
décomposée par des microorganismes qui existemitvaau de la rhizosphere, en libérant les
ions phosphates. Le phénoméne est appelé « ms#ati ». Cette minéralisation du
phosphate organique est assurée par des enzysmehoephatases ou « phosphohydrolases »
(Prasannat al, 2011), produites par la microflore rhizosphérigeedriguez, & Fraga, 1999;
Oliveiraet al, 2009).

Les bactéries capables de minéraliser le phospingsmique regroupent différents genres tels
gueBacillus, Pantoeat Burkholderia(Rodriguez & Fraga, 1999 ; Ta al, 2008 ; Oliveira
et al, 2009). D’apres Taet al. (2008), les bactéries solubilisant le phosphagamigue sont
moins abondantes que celles dissolvant le P inagganquand lisolement est basé sur la
technique de « halos de solubilisation ». A cawséimcorporation du P issu du processus de
minéralisation dans la cellule bactérienne, iltest difficile a cerner le phosphate organique
minéralisé (Taoet al, 2008). Ainsi, la technique la plus adéquate pleutriage de ces

bactéries c’est I'évaluation d’activité enzymatigless phosphatases (Oliveetal, 2009).

* Phosphate minéral

La majorité des sols agricoles renferment desvésamportants de P sous la forme insoluble
dont une partie considérable est issue suite apgregpcontinus des fertilisants phosphatés.
Car une grande portion de P inorganique solubldicagpaux sols sous forme des engrais
chimiques est rapidement précipitée ou fixée sl@H du sol. Heureusement, et depuis que
Gerretsen (1948) a montré la présence de certasrearganismes qui pouvait améliorer la
nutrition phosphatée de certaines plantes a paetiP insoluble de calcium ou de fer, de
nombreux chercheurs ont tenté d'isoler des soudies « solubilisatrices » de P ou
« Phosphobactéries » en vue de les inoculer audtardg en présence de P insoluble.

Ainsi, plusieurs microorganismes (bactéries, chgmgms, levures et Actinomycetes) ont été
triés en se basant sur cette activité (Chaboal, 1996, Whitelaw, 2000 ; Oliveirat al,
2009). Ces microorganismes qui sont concentrésvaaun de la rhizosphere ou l'activité de
solubilisation de P est plus accentuée (Vesieal, 2000), sont impliqués certainement
dans le cycle de P. Cette activité devient encorte fdans les sols renfermant des réserves
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importantes de P insoluble (Goldstein, 1986). Demim@ux travaux ont rapporté
laugmentation d’activité solubilisatrice de phoafin vitro en augmentant le substrat
phosphaté (Soet al, 2006 ; Cheret al, 2008).

* Processus de solubilisation du P minéral

Lors de la solubilisation biologique des phosphatakiques, un abaissement du pH du
milieu de culture a été confirmé par plusieurs dtav qui ont traité la biosolubilisation de
phosphate calcique (Alaet al.,2002 ; Babana, 2003 ; Chenal, 2006 ; Péreet al, 2007 ;
Prasannat al, 2011 ; Muletaet al, 2013). Cette acidification est due a la produrcties
acides organiques par les BSP, tels que l'acideiqué, acide gluconique, acide
ketogluconique, acide lactique, acide succiniquedeaformique, acide oxalique et acide
propionique (Rashiét al, 2004 ; Cheret al, 2006 ; Péreet al, 2007 ; Sagervanshi al,
2012 ; Muleteet al,, 2013).

Il est accepté que la production de ces acidesnmyges par les BSP soit le mécanisme
principal qui aboutit a la solubilisation du phoafsh minéral. En effet, les groupements
hydroxyles (-OH) et carboxyles (-COOH) de ces aideganiques chélatent les cations
métalliques attachées audit C&*, Al**ou F€*, et le P est libéré ainsi sous la forme soluble
(Chenet al, 2006 ; Kharet al, 2009). Cette hypothese a été confirmée ausdpaerraet
al. (2009) qui ont montré que la capacitéREE=udomonas fluoresce@$1A0 a solubiliser le

phosphate minéral est fortement liée a la prodandatiacide gluconique.

Cependant, le processus de solubilisation biolagdw phosphate inorganique n’est pas bien
élucidé par les chercheurs. En effet, lllmer & &aer (1995) ont confirmé que la production
des acides organiques joue un role trés importans da biosolubilisation du phosphate
inorganique mais ce n’est pas le seul mécanism@lu&) ils ont rapporté que le mécanisme
qui aboutit a la solubilisation de phosphate caieigst différent de celui de solubilisation du
phosphate aluminique (llimer & Schinner, 1995). ralgue Kanget al. (2008) ont trouvé
gu’en présence du sol dans le milieu de culturesolabilisation de phosphate naturel est
plutét corrélée a la concentration des protorisgifa la concentration d’acide organique

produit, le citrate.

Ainsi, la solubilisation des composés phosphatésparticulier calciques, est due a l'effet
combiné d’abaissement du pH (libération des prdtensle production d’acides organiques
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(anions organiques) (Khaat al, 2009). En plus, Hamdalkt al (2012) ont confirmé
l'intervention des sidérophores dans le processusaiubilisation de phosphate naturel par
des Actinomycetes issus des mines de Togo, etefaigsde production des acides organiques
dans le milieu liquide ou des halos de solubilsatdans le milieu solide. lls ont méme
obtenu une alcalinisation importante au cours die ¢deosolubilisation du phosphate naturel.
Des résultats identiques ont été obtenus avantdierda solubilisation du phosphate naturel

par des Actinomycetes isolés des mines marocditendaliet al.,2008a)

Parmi les facteurs qui peuvent affecter fortemansdlubilisation biologique de phosphate
inorganique, on peut citer la nature des acidearogges produits par les phosphobactéries
(Pérezet al, 2007), la source de carbone assimilé par cesppbbsactéries (Delvastet al,
2008), la source d'azote (Sagervanshial, 2012), la nature du substrat phosphaté et sa
concentration dans le milieu (Pérmetzal, 2007 ; Cheret al, 2008), la nature du sol (Kareg

al., 2008) et finalement I'agent microbien dissolvaatstibstrat phosphaté et sa densité dans
le milieu (Cheret al, 2008 ; Oliveiraet al, 2009).

En plus de ces facteurs cités auparavant,ebah (2006) ainsi que Sagervangtial. (2012)
ont exposé dans leurs travaux d’autres paramesw@sout abiotiques, qui affectent la
solubilisation de P inorganique par une souétamtoeaagglomeransR-42 isolée de la
rhizosphére de sojgonet al, 2006), et des BSP isolées des sols acides (Sarginet al.,

2012) tels que le pH, la température et la conadotr des sels dans le milieu de culture.

3.2.2. Phytostimulation (PGPR a effet stimulant)

Les phytohormones sont des molécules organiquesequent comme des signaux chimiques
pour le control de la croissance et le développérdena plante. Une phytohormone peut
accomplir son réle dans le site méme de sa syniligdsen étre transportée pour agir dans
d’autres organes. Les phytohormones sont syntleétipar les végétaux, mais aussi par les
PGPR comme il était rapporté par plusieurs tra@ravelet al, 2007 ; Cassaet al,, 2009 ;
Kumaret al, 2012).

Ainsi, ces rhizobactéries classifietes comme des RRBiBstimulants jouent un role
déterminant dans le développement et la croissaecda plante. Car elles influencent
directement la plante et la stimulent via la prdotucou le changement de la concentration de

ces régulateurs de croissance (auxines, cytokingieisérellines et inhibiteurs d’éthyléne).
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3.2.2.1. Acide indole acétique (AlA)

L’acide indole acétique (AlA) est 'une des hormsipdysiologiquement les plus importantes
chez les végétaux. Elle régule la croissance qalate et son développement en affectant la
division cellulaire, I'élongation des cellules ett différentiation. Cette hormone est produite
par les végétaux et aussi par certaines rhizobestéd partir du tryptophane, précurseur
commun d’AlA chez les microorganismes, et qui egtspnt dans les exsudats racinaires.
Effectivement, ces rhizodépositions sont compogeesdifférentes métabolites tels que les
acides aminés incluant le tryptophane (Kamiloet al, 2006). D’ailleurs, certaines

rhizobactéries peuvent la produire méme en absdmgrecurseur, comme il a été démontre
par Ahmadet al. (2005) et Shahabt al. (2009). La concentration d’AlA augmente avec la

concentration de son précurseur dans le milieu @dehal, 2005).

Le systeme racinaire est particulierement sensiblefluctuations des concentrations d’AlA
exogene (Ahmadet al, 2005). En effet, cette hormone exogéne, prodpite les
rhizobactéries, est absorbée par la plante, etpellé stimuler la germination, la croissance
racinaire en augmentant le nombre des racines dates et celle des poils absorbants, la
division cellulaire ainsi que I'élongation des oéds (Patten & Glick, 2002 ; Glickt al,
2007b ; Casséet al, 2008 ; Shahalket al, 2009). En conséquence, la surface d’absorption
des nutriments devient plus importante, amélioaamgi la nutrition de plante et sa croissance.

En plus, certaines souches BSP utilisées pour dacmulation des légumineuses avec des
rhizobiums sont caractérisées par la production plggohormones, en particulier I'AIA

(Badawiet al, 2011). Ainsi, I'amélioration de la nodulation ebtie pendant les tests menés
au champ, pourrait étre due en partie a l'effetngtant de cette phytohormone sur la
prolifération du systéme racinaire en augmentantogrséquence les sites d'infection par les

rhizobiums et améliorant aussi I'absorption desimants.

Cependant, a part cet effet stimulant d’élongagttou de prolifération cellulaire, I'AIA
d’origine exogéne peut avoir un effet inhibiteur aicroissance des racines comme il a été
déemontré par Ahmadt al. (2005) cheZSesbania aculeatat Vigna radiataen présence des
souchesd’Azotobacter et de Pseudomonaspp. fluorescents, capables de produire cette
hormone. En plus de I'effet de concentration d’AdRogene, la sensibilité des racines envers
cette hormone dépend de l'espece végétale et aasdiespece bactérienne produisant
’hormone (Ahmadet al, 2005). Cette inhibition peut étre expliquée parproduction

d’ACC, précurseur d’éthyléne, car selon la littérat I'AIA peut induire la synthese d’ACC
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en stimulant 'enzyme ACC synthétase qui va comvéat S-adénosylméthionine en ACC
(Glick et al, 2007a ; 2007b).

Toutefois, des études ont démontré la capacit&daices rhizobactéries, considérées comme
PGPR, a réduire l'effet négatif des fortes conegitns d’AlA en le dégradant et le
diminuant de I'entourage des racines comme c’esiatede la souch. putidaisolée par

Gravelet al. (2007) a partir de la rhizosphére de la tomate.

3.2.2.2. Aminocyclopropane carboxylate (ACC) désaminase

L’éthylene est une phytohormone qui joue un rolpanant pendant les différents stades de
la plante. Cependant, pendant le stress, elleredtijpe par la plante comme réponse pour la
nouvelle situation stressante. Ainsi, I'éthyléenéeete négativement la plante, en inhibant

I’élongation racinaire, la nodulation et le trangptes auxines, et en stimulant la vitesse de la

sénescence et I'abscission (Gletkal, 2007b).

L'une des méthodes majeure que les PGPR utilisent paciliter la croissance et le
développement des plantes c’est la réduction des dééthylene par la désamination de
I'aminocyclopropane-1-carboxylate (ACC), précurseen’éthylene (Penrose & Glick, 2003).
L’enzyme catalysant cette réaction, 'ACC désanenasydrolyse 'ACC présent dans la
rhizosphere en ammoniac et cétobutyrate. Afin dmteair 'équilibre, la plante secrete plus
d’ACC dans les exsudats en diminuant sa concemtrainsi que celle d’éthylene synthétisé
au niveau des tissus végétaux. De cette manieseP@PR enlévent |'état de stress et

ameliorent la croissance veégetale.

Cet enzyme, I'ACC désaminase, se trouve chez lagoorganismes qui sont capables
d’utiliser TACC comme source d’azote, appartenamx Gram positives et négatives et aussi
certains champignons (Saleeet al, 2007). Les rhizobactéries ayant cette activité
enzymatique peuvent favoriser I'élongation desnesj assurant ainsi une bonne nutrition.
Dailleurs, cet effet positif a été confirmé pardtial. (2000) en réalisant une mutation induite
au niveau du gene codant pour 'ACC désaminase uohezsouchenterobacter cloacae

UW4, qualifiee de PGPR pour le canola. Les résultdtenus apres I'inoculation ont montré

gue cette souche a perdu I'effet stimulant vissaei€longation racinaire de canola.

Nombreuses études durant ces dernieres décenriegpporté le réle promoteur exercé par

les PGPR ayant l'activité ACC désaminase sur lassamce des plantes tout en renforgant
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leur résistance sous différentes types de strésstique tel que la salinité (Chergy al.,
2007b), des contaminants organiques (Huanhg@l, 2005) et des métaux lourds (Reed &
Glick, 2005), ou biotique causé par les phytopaéineg (Wangt al, 2000).

En plus, et comme I'AIA exogene peut provoquer tadpction d’ACC en induisant la
synthese d’enzyme ACC synthétase (Glatkal, 2007b), I'exces des molécules d’ACC,
exsudeé par les racines, est catabolisé par leshdizéries ACC désaminase positives. En
conséguence, les taux d'éthyléne sont diminuésvaam des racines de la plante, et I'état du
stress est enlevé tout en stimulant la croissancy/steéme racinaire et la hauteur aérienne de
la plante qui devient plus résistante pour leséddfits effets inhibiteurs d’éthylene produit
lors de stress (Glickt al, 2007a).

En conclusion, la croissance végétale et le dépelment racinaire dépendent de I'équilibre
entre I'effet de I'AIA et de ’ACC désaminase pradupar les plantes et/ou les PGPR.

3.2.3. Biocontréle (PGPR a effet protecteur)

L’'agression de la plante par un pathogéne peutighibée ou bloquée par les barriéres
physiques (cuticule, paroi végétale) et/ou chimsq@métabolites antimicrobiens). Ainsi,
linvasion est stoppée et méme restreinte si letqathogene a traversé la paroi végétale
grace a une réponse immunitaire induite par lamegissance d’'agent agresseur (Jates,
2006). En plus, tous les organes de la plante deeig plus résistants grace a la résistance
systémique acquise, ou « SARSyétemic Acquired Resistahckveloppée dans I'ensemble
de la plante (Durranét al, 2004). Toutefois, des rhizobactéries peuventaexeun effet
protecteur en faveur de la plante et renforceréange contre | es pathogénes existants dans
le sol.

Ces PGPR-Bioprotectrices peuvent protéger les gdarintre une gamme relativement large
d’agents pathogénes. Ce type de défense est @assiis le concept de lutte biologique.
L’effet protecteur conféré par ces agents biologgjuappelés aussi des biopesticides, est
assuré par lI'antagonisme vis-a-vis du pathogéne amnir d’effet néfaste pour la plante.
Ainsi, comme il a été rapporté par Haas et Déf&fing), le sol devient suppressif envers
I'effet nocif de ces phytopathogénes. Plusieurgaia ont rapporté la capacité de certaines
rhizobactéries dissolvant le phosphate a protégplainte notamment contre les champignons
phytopathogénes (Rajkumetral, 2008 ; Gull & Hafeez, 2012 ; Ramyasmruthal,, 2012).
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Parmi les bactéries les plus étudiées dans ce xtenteelles qui appartiennent aux genres
Bacillus Burkholderia, Agrobacteriuim, Streptomycest PseudomonasRécemment, au
Maroc, Hamdali et al. (2008b) et Logmanet al. (2009) ont isolé des souches
d’Actinomycétes, a partir de différentes mines tlegphates et des rhizospheres de vignes
saines sauvages respectivement, ayant une acmiégoniste contre des phytopathogénes,
tels quePythium ultimum Sclerotiumrolfsii, Verticillium dahliae et Botrytis cinerea Par
ailleurs, certaines bactéries du geRseudomonasnt été identifi€es comme antagonistes tres
puissants contre des agents phytopathogénes (Raijletnal, 2008 ; Trivediet al, 2008).
Selon la littérature, des souchesREudomonaspp. fluorescents ont été parmi les souches
les plus exploitées dans le volet de biocontrOlmmoe il a été affirmé par Bakkeat al.
(2007). Ces bactéries produisent différents typesidérophores et d’'antibiotiques (Haas &
Défago, 2005 ; Ahmadt al, 2008).

Ces agents de biocontrdle sont caractérisés papéaificité d’interaction selon I'agent
agresseur. En plus, leurs multiples modes d’adtarire les organismes nuisibles minimisent
I'apparition de résistance chez les pathogénefteh ces bactéries bénéfiques peuvent agir
directement sur le pathogene par I'antibiose, lagiisme ou la compétition ou indirectement
par I'induction des mécanismes de la résistandeisygue chez la plante ou par I'atténuation

des facteurs de virulence chez I'agent pathogéne.

3.2.3.1. Antibiose

L’antibiose c’est linhibition de la croissance d&nt agresseur par des métabolites
secondaires produits par I'agent antagoniste. Gatsbulites sont des composés organiques
généralement de faible poids moléculaire, diffusalau volatiles, ayant un effet antifongique
ou antibactérien, a savoir : le 2,4- diacetylphifucinol (DAPG), le cyanure d’hydrogene,
'oomycine A, la phénazine, la pyolutéorine, la pyanine, la pyrrolnitrine, la tropolone ou
encore des lipopeptides cycliques dont la majaitidé détecté chez le geftseudomonas
(Picardet al, 2000 ; Raaijmakerst al, 2002 ; Haas & Défago, 2005 ; Noori & Saud, 2012)

Les rhizobactéries capables de produire ces médbguent un rdle tres important dans le
biocontréle contre un large spectre des phytopatihes L'antibiose est souvent

accompagneée par le parasitisme et la compétition.
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* Production d’acide cyanhydrique (HCN)

L’acide cyanhydrigue (HCN) est un métabolite seedmrsd produit par nombreuses
rhizobactéries. Il joue un réle trés important denbiocontréle car il a un effet antibiotique
surtout antifongique. L’'HCN inhibe le transport ddsctrons, ainsi le processus qui aboutit &
I'acquisition d’énergie sera perturbé provoquantsala mort de I'organisme. Cet acide peut
intervenir dans I'antibiose aussi en inhibant dagtaenzymes primordiaux du pathogene,
comme le cytochrome C oxydase (Haas & Défago 2008nbreuses rhizobactéries ont été
identifiées comme productrices de ce composé V@hdtimadet al, 2008 ; Ramyasmrutlat

al., 2012).

3.2.3.2. Parasitisme

Ce mode d’antagonisme consiste en l'interactioratir avec le pathogene, et ou les tissus
vivants de ce dernier sont la source nutritivéhethitat pour I'agent antagoniste. La bactérie
antagoniste attaque directement le pathogéne eduigemt des enzymes hydrolytiques
comme les protéases, les lipases, les chitinades glucanases (Whipps, 2001 ; Rajkurmtar
al., 2008 ; Gull & Hafeez, 2012). L'altération des qar conduit a la lyse des cellules
éliminant ainsi I'agent pathogene, en particules thampignons (Hamdat al, 2008b). En
effet, Ramyasmruthet al. (2012) ont obtenu une réduction de 50% de linéecfongique
causée par le champignon phytopathog€odiectotrichum gloeosporiode®GC1 chez le
piment Capsicunspp.) inoculé avec une soudRefluorescenssolée de la rhizosphére de la
méme espéece végétale, et ayant plusieurs enzyrdeslytigues ; la chitinase, la cellulase, la

lipase et la protéase.
3.2.3.3. Compétition

La compétition entre I'antagoniste et le pathogésod, nutritionnelle ou spatiale, favorise la
réduction de nombreuses maladies végétales. Laétdrap pour les nutriments, tel que le
carbone, contribue a l'inhibition de germinatiors &pores fongiques dans le sol (Alabouvette
et al, 2006). De méme, la compétition spatiale considtecolonisation des niches au niveau
des racines par les PGPR. En conséquence, lesl'sitexjue par les agents phytopathogenes
deviennent occupés par les PGPR diminuant airisa¢laement des pathogenes aux racines et

les infections qu’ils causent par la suite (Benéeal, 2004).

26



Chapitre | : Synthése bibliographique

e Production des sidérophores

Quant aux micro-éléments qui jouent un réle vitalipla machinerie cellulaire végétale ou
bactérienne, on trouve que la compétition poureteekt la plus documentée. Les PGPR les
plus efficientes sont celles capables de produes kidérophores, des molécules
extracellulaires de faibles poids moléculaires ayare grande affinité pour I'ion ferrique
(FE") (Haas & Défago, 2005). Les sidérophores leur péent de chélater le fer du milieu
dans des conditions appauvries en fer en inhibansi da croissance des agents

phytopathogenes (Ramesthal., 2009).

Les bactéries les plus compétitives sont celleslypsant des sidérophores caractérisés par
une tres grande affinité pour le fer dont le gegPseudomonasegroupe nombreuses souches
ayant cette capacité, surtout des souchd@sgeidomonaspp.fluorescents (Haas & Défago,
2005). Parmi les sidérophores ayant une grandeitéffris-a-vis du fer, la pyoverdine qui est
le pigment diffusible extracellulaire qui caracsérilesP. fluorescenspp. (Mezianeet al,
2005).

Ce mode daction est tres efficace surtout conee thampignons phytopathogénes.
Dailleurs, Gull & Hafeez (2012) ont montré que gr@ l'intervention des métabolites
secondaires a effet antifongique dans le biocomtri@ production de différents types des
sidérophores par des souchesdeudomonaantagonistes contre le champigrRimzoctonia

solaniest le mécanisme principal pour I'inhibition de agent phytopathogéne.

A part les champignons, d’autres phytopathogenasqme étre atteints par ce mode d’action.
En effet, cette compétition contribue a I'abaissetm#e fer dans le milieu en menacant
'existence des organismes phytopathogenes incliggnnématodes. En effet, Siddiqui &
Shaukat, (2003) ont rapporté la capacité de lalsseudomonas aeruginod&-6 a
diminuer la densité de la population des nématadesiveau des racines. Cette souche a été

capable de produire des sidérophores qui ont daus#ence en fer,

A part ce mode de biocontréle basé sur la compatpiour le fer, les sidérophores peuvent
renforcer autrement la défense de la plante coesephytopathogéenes en stimulant la
résistance systémique chez la plante. Ce processtuappelé « ISR » (Induced Systemic
Resistance) (Jourdaat al, 2008).

Cependant, la synthése des sidérophores est inligéed le fer présent dans le milieu

dépasse un certain seuil. D’apres Teranal. (2002), la production de la pyocheline, produit
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par une souche dB. fluorescendsolée a partir de la rhizosphére de l'orge, n'a p&
détectée quand le fer ajouté au milieu a dépassgMSans affecter la croissance de la
bactérie.

3.2.3.4. Reéduction de la virulence des phytopathogénes

Un autre mécanisme de protection de la plante @sgar les PGPR-Bioprotectrices est
présenté par la dégradation des facteurs de phifmgenicité secrétés par les pathogenes. En
effet, certaines bactéries bénéfiques sont capdelekgrader différentes toxines (Malathi

al., 2002) ou bien d’altérer le métabolisme de I'agethogene en dégradant les facteurs de
régulation impliqgués dans le quorum-sensing afeng@écher l'activation du processus de

virulence (Urozet al, 2003).

3.2.3.5. Stimulation de la résistance systémique induite (F)

Récemment, un nouveau mode de protection des wigséimilaire a la SAR a été mis en
évidence. Il est basé sur la stimulation des méoa#s de défense systémique dans la plante
par des rhizobactéries non pathogénes sans praviegugymptémes visibles de maladie. Ce
phénomene est appelé «résistance systémique @ndudu ISR (Induced Systemic
Resistance) (Jourdaat al, 2008). Grace a cette résistance induite, la pldavient beaucoup
plus résistante aux agressions, et peut se protégeire une large gamme d’'agents
pathogenes (champignons, bactéries, virus, ceritasestes et nématodes) (Durrant & Dong,
2004 ; Haas & Défago, 2005).

L’ISR est induite plus particulierement par les FRGRcluant des bactéries a Gram positif
telles que des souches Bacillus (Kloepperet al, 2004), et des bactéries a Gram négatif qui
sont les plus étudiées. En plus des entérobactsiemeSerratiaou Pantoea agglomerans
qui interviennent dans la mise en alerte de latpldndte, la plupart des souches a Gram-
négatif impliquées dans l'induction d’ISR appartient au genré®seudomonag¢Bakker et

al., 2007 ; Jourdaet al, 2008).

L’'ISR se manifeste par une protection de I'ensendae organes de la plante. En effet, les
mécanismes de défense développés par la planéeasadtte induction se propagent a travers
toutes les parties de la plante sans migrationridesbactéries déclenchant cette résistance
(Ongena & Thonart, 2006). En conséquence, I'ISR gptra divisée en trois étapes principales
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gue sont: ['élicitaion, c’est la perception degitdurs bactériens (des molécules actives
produites par ces rhizobactéries phytobénéfiquas)gs cellules de la plante; la transmission
d’'un signal systémique afin de propager I'état indans la plante entieére et I'expression des

mécanismes de défense de la plante contre le pateddourdaset al, 2008).

Les éliciteurs bactériens impliqués dans I'ISR,le& déterminants, sont de natures variées.
On note les flagelles (Meziaret al, 2005), les antibiotiques (Ongert al, 2007) et les
sidérophores (Jourdagt al, 2008). Les lipopolysaccharides (LPS) ont aus® aativité
élicitrice comme dans le cas de la souch@sleudomonas putidd/CS358 que ses LPS ont
conduit a l'induction d'ISR cheZArabidopsis thalianaet I'haricot contre des pathogénes
foliaires commdPseudomonas syringael Botrytis cinereaMezianeet al, 2005). De méme,

il a été rapporté aussi que les N-acyl-L-homosdantnes (AHLS) seraient impliqués dans
I'expression de I'ISR (Schuheggetral, 2006).

Les multiples modes d’action de ces PGPR-Bioprotes contre les organismes nuisibles
minimisent I'apparition de résistance chez les pgéimes. En plus, les avantages principaux
résident dans leur compatibilité écologique et dens spécificité vis-a-vis des pathogenes
ciblés. Ainsi, ce groupe des bactéries phytobénéfga été repris sous le terme
« Rhizobactéries Probiotiques » (Haas & Keel, 20085 PGPR-Bioprotectrices peuvent étre
utilisées aussi comme compléments ou en alternavee les produits classiques de la lutte
chimique dans une perspective de lutte intégrée @di réduire I'apparition de résistances

chez les agents nuisibles.

3.3.Inoculation avec des BSP

Les bactéries rhizosphériques qualifiées de PGPparapnnent aux différents genres
bactériens, et peuvent favoriser la croissancetatgpar un seul mécanisme d’action, ou par

une combinaison synergique de plusieurs activitgshimiques.

3.3.1. Inoculation avec une BSP ayant d’autres activitéstpytobénéfiques

Suite a l'effet synergique de différents caractgregtobénéfiques présents chez une bactérie
BSP, la diversité de ces activités positives, atgfhytostimulant ou phytoprotecteur, pourrait
contribuer a une stimulation plus importante quiecattendue en présence d'une bactérie

ayant un seul caractére PGP. En effet, la sousheillus sp. SVPR30 utilisée pour
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I'inoculation du riz, est capable de solubiliseplesphate tricalcique, de produire I'AlA, des

sidérophores et de fixer 'azote (Benedeizal, 2008).

De méme, une amélioration de la croissance de digite ainsi qu’une réduction de
l'infection causée paRalstonia solanacearurant été notées suite a I'inoculation avec des
endophytes, deBseudomonaspp.,Enterobacterspp. etBacillus spp. dans les conditions de
chambre de culture (Ramesdt al, 2009). Cette promotion de croissance obtenue et
l'inhibition des phytopathogénes ont été dues dtferénts caracteres PGP des bactéries tels
gue la production d’AlA, des sidérophores et dagariques (Ramesht al, 2009).

De plus, Ramyasmruthat al. (2012) ont obtenu une stimulation de le germimatie 100%
des graines de piment ainsi gu’une réduction de 88%infection causée par le champignon
phytopathogeneCollectotrichum gleosporidos®GC1 suite a I'inoculation avec la souche
Pseudomonas fluoresceagant plusieurs activités phytobénéfiques commsolabilisation
de P, la production d’AlA et la production des safihores ainsi que des activités a effet
antagoniste telles que la production de la chigretsde HCN.

D’autres stimulations significatives de la croissaont été rapportées en présence des PGPR
a plusieurs activités PGP en faveur de différeplastes, comme le riz inoculé avec la souche
Serratiasp. CMR165 (Nicecet al, 2012), et le blé inoculé avec des soudAssudomonas
fluorescendMst 8.2 en présence du champignon phytopatho&ersolani(Gull & Hafeez,
2012). Les deux souches PGPR sont caractériséeliffigaentes caracteres positifs tels que la

solubilisation du P, la production d’AlA, des enagrhydrolytiques et des antibiotiques.

En plus, les bactéries PGPR peuvent manifesterptagdtpropriétés phytobénéfiques selon
les besoins vitaux de la plante qui changent dutestdifférentes périodes du cycle de sa vie
(Penrose & Glick, 2003 ; Glicgt al, 2007b).

3.3.2. Inoculation avec un inoculant combiné de PGPR

Pour renforcer I'effet phytobénéfique conféré mar PGPR, la co-inoculation ou I'inoculation
combinée offre un bénéfice plus important. Effemtinent, nombreuses études ont démontré la
combinaison synergique des propriétés phytobérgdiqdiun mélange composé par des
PGPR seules ou des PGPR et d’autres microorganigiytsbénéfiques, telles que le travail
mené par Rudresht al. (2005) qui ont obtenu une amélioration de la geation, de la
biomasse totale et de la productivité du pois ahishite a I'inoculation avec un mélange de
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trois microorganismesRhizobiumsp.,Bacillus sp. etTrichodermasp. en pot et au champ en
comparaison avec le control non inoculé ou inoewi&c un seul microorganisme. La souche
RhizobiumIC 2091 a été triée pour infecter la plante htigeois chiche, alors quacillus
megateriumsub sp.phospaticumPB est une BSP, érichoderma&pp est un antagoniste

surtout contre les champignons phytopathogénesréRheit al, 2005).

De méme, Orharet al. (2006) ont obtenu des stimulations significativ@scernant la
croissance et la productivité de la framboise ajog la nutrition minérale de ce fruit inoculé
avec la souch@®acillus M3 (fixatrice d’azote, productrice des phytohorrasret BSP) en
combinaison avec la souchBacillus OSU-142 (fixatrice d’azote, productrices des
phytohormones et antagoniste) dans le champ. B3 duont rapporté que la composition
minérale du sol a été affectée en particulier lextde P soluble qui a augmenté suite a
I'inoculation avec les deux souches (Orleral, 2006). Les mémes souch8scillus M3 et
Bacillus OSU-142, en combinaison avec une autre bactérieopégéfiqueMicrobacterium
FSO1 (fixatrice d’azote), ont été utilisées pourdtulation du pommiernalus domesticd..)
(Karlidaget al, 2007). Des améliorations significatives ont dieeaues au champ concernant
la nutrition minérale des pommiers ainsi que lass@nce et la productivité du fruit (Karlidag
et al, 2007). lls ont noté aussi une amélioration sigaiive de qualité du produit tel que le

poids du fruit ainsi que sa composition nutritiolleéKarlidaget al, 2007).

Quant a Rajkumaet al. (2008), ils ont réussi a améliorer la croissanaepdivron et a
diminuer son infection aveaghizoctonia solanpar 45-65% en l'inoculant avec deux souches,
P. fluorescensSE21 et RD41, ayant différentes activités a gffefto-protecteur tel que la
production des sidérophores, des enzymes hydrabgigt d’HCN, phyto-stimulant comme la
production d’AlA, et phyto-fertiisant comme la sbilisation de phosphate inorganique.
Quant au réle primordial des régulateurs de cramssaCassaet al. (2009) ont rapporté la
stimulation de la germination du mais et du sofuhés avec deux souchAgospirillum
brasilenseAz39 etBrayrhizobium japonicuntE109 caractérisés par la production de plusieurs

types des régulateurs de croissance, I'AlA, la GReéatine.

De plus, Lucaset al. (2009) ont réussi a diminuer l'infection du rizrgda champignon
Pyricularia oryzae dans le champ au sud d’Espagne, en utilisanhaculum combiné de
deux souches capables de produire des auxiseszjdomonas fluoresceAsiré qui est une

BSP et ACC désaminase positive, et la souhg/seobacterium balustinufur9. Ces deux
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souches ont été rapportées comme des PGPR potired'alantes aussi comme la tomate et

le poivron (Lucast al, 2009).

Et récemment, Khalimét al. (2012) ont isolé deux souches lantoea agglomeran®al et
BS2a, a partir de la rhizosphére d’arachide eétestnme inoculum sur le riz. lls ont obtenu
des augmentations significatives des différentampatres de croissance évalués pendant cette
étude, et ont rapporté que les résultats de lana@ouiation du riz ont été mieux que ceux

d’inoculation avec une seule bactérie (Khalenhal, 2012).

En conclusion, l'exploitation de ces rhizobactériggalifices de PGPR, soit des bio-
fertilisants et/ou des bio-protecteurs, est uneiooptationaliste qui peut contribuer a
'amélioration des conditions écologiques dans dets cultivés et a la réalisation d’'une
agriculture durable. En plus, ces agents phytolgues stimulent le développement des
plantes tout en produisant des aliments sains [fmmmme (Villarreal-Sancheet al, 2003).

Et malgré que l'interaction PGPR-plante et leséléhtes activités phytobénéfiques montrées
par les PGPR ne sont pas bien élucidées et défileesarché, soit pour la fertilisation
biologique ou les biopesticides microbiens, estprygression et l'industrie des produits a
base des microorganismes est active et en crossBrailleurs, plusieurs bactéries sont déja
mises sur le marché, en tant que biofertilisantdbiopesticides, telles quRacillus subtilis
(Kodiak® et Serenade®pseudomonagAtEze® et RIZOFOSIlig®)Azospirillum brasilense
(RHIZOFLO® et NoctinAzo®).
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4. BIOFORMULES A BASE DES RHIZOBACTERIES QUALIFIEES DE PGPR

4.1. Caracteres des bactéries utilisées comme inoculants

Pour qu'une bactérie soit qualifiée de PGPR, eli¢ sk caractériser par trois particularités :
avoir un effet bénéfique en faveur de la plantes éapable de coloniser les racines et étre
capable de survivre et de se multiplier au nivealadhizosphére au moins pendant le temps
nécessaire pour exprimer son effet phytobénéfiaee@et al, 2005). Ainsi, une sélection
doit étre faite avant de confirmer et d’exploiterelbactérie comme bio-inoculum. Outre les
caracteres phytobénéfiquiesvitro, un bon inoculum doit étre préparé par des soudheee
grande efficience sous les conditions du terraar, {&s bons résultats obtenawitro ne sont
pas souvent reproductifs dans le champ, alors sh d@énoculation est obligatoire afin
d’évaluer le comportement de la bactérie en préselecla plante (en pot), suivi du test
d’inoculation dans le biotope réel (le champ). léatuel changement des performances des
bactéries phytobénéfiques peut étre di aux differéacteurs liés a la plante elle-méme,
surtout la composition des exsudats, ou bien d#sudes environnementaux tels que le climat,
le sol et la microflore indigéne du sol, qui peuvaffecter leur croissance et modifier leur
effet sur la plante. Ce test d’'inoculation de lanpé dans des conditions du champ contribue a
la suppression des bactéries ayant des effetsedg&désur la croissance de la plante et son
développement (Hilakt al, 2001).

En plus, la persistance au niveau de la rhizospbstraécessaire afin d’assurer la continuité
des effets phytobénéfiques exercés par les rhitdtes. En effet, comme l'inoculum entre
en interaction directe avec la plante au niveadadéhizosphére, zone caractérisée par une
forte activité microbienne, les rhizobactéries isdiés pour l'inoculation doivent étre tres
compétitives afin de survivre et de bien colonigeterritoire (Cattelaret al, 1999) et d'y
garder une forte densité pendant une durée refaéimelongue tout en conservant leurs effets
phytobénéfiques (Arorat al., 2001). Sauf qu’actuellement la majorité des PGRPR éte
rapportées comme des mauvaises colonisatrices. dBséguence, le terme PGPR est
remplacé par PGPB (Plant Growth Promoting BactéBashan & Holguin, 1998 ; Cattelan
et al., 1999). En plus, Harrist al. (2006) ont montré que cette condition concernaribiite
colonisation des racines n’est pas souvent indsgdga pour avoir I'effet positif prévu de la

bactérie phytobénéfigue.

De plus, il est conseillé d’'inoculer une plante ales PGPR isolées de la rhizosphere de la

méme plante. Car ces PGPR sont mieux adaptées iti@rentes conditions, biotiques et
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abiotiques, entourant les racines (Morales-Gatad, 2011). Cependant, nombreuses études
ont rapporté des stimulations significatives obtanen présence des PGPR exogenes, tel que
le travail de Khalimiet al. (2012) qui ont testé l'effet de deux souches REntoea
agglomeransPal et BS2a, isolées a partir de la rhizospheradhiale, sur le riz. De méme,
Lucaset al. (2009) sont arrivés a diminuer l'infection du azec le champignoRyricularia
oryzae en présence d’inoculum combiné de deux soudhemjdomonas fluoresceAsir6 et
Chryseobacterium balustinuur9, issues de la rhizosphére depinus hispanicust de
Lupinus albugespectivement. Ces deux souches se sont comp@aéeme antagonistes en

faveur du le riz tout en stimulant sa croissanae@set al, 2009).

4.2. Facteurs affectant I'efficacité des bio-inoculants

L’étape de production d’inoculum est la dernierapét de la mise en ceuvre d’'un bio-
inoculum, et le support d’inoculum est la fractigni va garantir la conservation de la
viabilité des souches PGPR et la maintenance ds tiffiérentes activités phytobénéfiques le
plus long temps possible. Cependant, d’autres dest@dépendants de l'inoculum, peuvent
intervenir dans la productivité des inoculantss tgle les sols ou la plante visés par le
traitement. En effet, Naimaat al. (2009) ont rapporté que l'inoculation du blé avess d
souches dAzospirillum et Pseudomonasommercialisées comme des PGPR a affecté la
biodiversité de la microflore cultivable présenteraveau de la rhizosphére du blé, et I'effet
phytobénéfique attendu n’a pas été obtenu suit@aclilation en démontrant l'intervention

de la microflore indigéne dans le comportementatiiant (Naimaret al, 2009).

Contrairement a ces résultats, Piromgbal. (2011) ont rapporté que l'introduction de deux
souches indigénef$eudomonasp. SUT 19 eBrevibacillussp. SUT 47) et deux souches
commercialisées comme bio-fertilisaAizpspirillumsp. etAzotobactesp.) ou l'utilisation du
compost n‘avait pas d'impact sur la structure deniaroflore rhizosphérique de maiz. (
maysL.). En effet, ils ont remarqué que les profilsRRDGGE de la population microbienne
rhizosphérique changent plutét selon I'age de &ntel que selon les différents traitements,
soit conduits en pot ou dans le champ (Piromgbal, 2011). En outre, ils ont obtenu un
effet positif de deux bactéries indigenes vis-adada croissance de mais plus important que

celui conféré par les bactéries commercialiséesiBiouet al, 2011).

En plus, les bactéries BSP ont souvent été iseéeagilisant le glucose a forte concentration

(1%) qui est un composé minime dans les exsudeitsaiees. En conséquence, ces BSP sont
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toujours des faibles colonisateurs au niveau déiisphere (Harrigt al, 2006). En outre,
Nico et al. (2012) ont rapporté qu’'une souche BBBeudomonasp. PAC, ne peut dissoudre
le P, minéral et organique, qu'en présence de ghiammme source de carbone, et la
promotion du riz par cette souche a été exclusimeriée a I'ajout du glucose au milieu.
Ainsi, la stimulation de la croissance végétalesdarchamp serait fortement liée a la quantité
de glucose exsudé par la plante inoculée, et quieegée par la bactérie PGPR pour
solubiliser le P.

En conclusion, il existe plusieurs facteurs quivesu affecter le comportement des PGPR. En
plus, l'interaction PGPR-plante est plus compliqa@éun simple effet-réponse, mais c’est
une relation fortement influencée par les microonigaes déja présents dans le sol, et aussi

par la physiologie de la plante qui change selerp@ametres abiotiques.
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Chapitre Il : Matériel & Méthodes

1. MATERIEL VEGETAL ET COLLECTE DES ECHANTILLONS DE SO LS

1.1. Matériel végétal

Les bactéries ont été isolées a partir des sdi idgzosphére des plantes suivantes:

* légumineuses naturelles provenant du Nord du MaMedicago marina, Lotus
corniculatus Lotus creticusCalycotome villosa, Lupinus anguistifolicggion de
Tanger),Lupinus hirsitus, Vicia sativiégion de Chefchaouenét Lupinus luteus

(région de Larache) ;

» variétés du riz cultivées dans la région de LaraElie, Puntal et Guadiamar.

1.2.Echantillons de sols : Sites d’étude et Echantillorage

Les échantillons du sol rhizosphérique des diffls@iégumineuses ont été collectés de la
région de Tanger, Larache et Chefchaouen. Quanplantules du riz, elles ont été collectées
avec le sol rhizosphérique des différents sitesulieire des rizieres de la région de Larache.

Les échantillons ont été mis dans des flacons astiplstériles et conservés a 4°C.

De méme, une collecte de sol de I'horizon 0-20 @m différents sites des rizieres a été

réalisée pour une analyse physicochimi@iableau 4).

2. METHODES

2.1.Isolement, purification et conservation des rhizobetéries

On a récupére le sol rhizosphérique adhéré aurasades plantes. Deux grammes de chaque
échantillon du sol rhizosphérique sont suspenduas @8 ml de solution saline stérile a 0.9%
(poids/volume). Les solutions ont été mises enatigit pendant 1h (200 rpm, 28°C). Un

échantillon de 1ml de chaque solution obtenue diété de 10 & 10'.
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2.1.1. Isolement des bactérie®Pseudomonas

L’isolement des souches appartenant au géseeidomonaa été effectué sur le milieu King
B (King et al, 1954) auquel on a ajouté de I'ampicilline (40mly, du chloramphénicol (65
pag/ml) et de cycloheximide (40 pg/ml) (Annexe 1).

Des aliquotes de 100 pl de chaque dilution ontégemencés sur le milieu King B solide.
Les boites ont été incubées a 28°C pendant 3 jhesscolonies ont été isolées et purifiees
par épuisement sur méme milieu. Ces souches onté&signées par la lettre « P » pour

« Pseudomonas.

2.1.2. Isolement des autres bactéries rhizosphériques

Afin d’isoler les autres bactéries rhizosphériqustout celle de Gram négatif, on a utilisé le
milieu TSA (Tryptic Soy Agar) enrichi en cyclohexoie (40 pg/ml). On a étalé 100 pl de
chaque dilution sur les boites contenant ce mili8A. Les boites sont par la suite incubées a
28°C pendant 3 jours. Les colonies ont été isoktepurifiées par épuisement sur méme
milieu. Les souches obtenues a l'isolement sur ileemTSA sont désignées par la lettre

« R » pour « Rhizobactéries ».

2.2.Sélection des bactéries solubilisant le phosphorB$P)

La sélection des bactéries capables de solubiésgihosphate tricalcique, ou bien les BSP, a
ete faite sur le milieu PVK (Pikovskaya, 1948) deliqui contient comme seule source de

phosphore, 5 g/l de phosphate tricalcique;(P@;).) (Annexe 1).

Des aliquotes de 10 ul de cultures bactériennéshféra ont été déposés sur le milieu PVK.
Les boites ensemencées sont incubées a 28°C pendants. Nous avons mesuré pour
chaque isolat le diametre total (diamétre du haldiametre de colonie), et le diamétre de
colonie. Le diametre du halo de solubilisation @ éalculé en soustrayant le diametre de

colonie de diameétre total.

Les isolats qui ont donné des diametres de sadaliitin> 4 cm ont été conservés dans des
géloses inclinées qui vont étre maintenues a 4f@ussi dans 25% de glycérol stérile qui
vont étre maintenus a -20°C.
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2.3.Recherche des activités PGP

2.3.1. Production d’acide indole acétique (AIA)

Pour détecter la production d’AlA, on a ajouté O@8e tryptophane au milieu TSA. Apres
stérilisation et solidification du milieu, une merabe de nitrocellulose stérile a été déposée
directement sur le milieu de culture, et I'inocidata été faite directement sur la membrane
(3 bactéries par boite), en déposant 10 pl de reulbactérienne sur la surface de la
membrane. Apres incubation a 28°C, la membranesnoant les colonies a été déposée sur un
papier filtre Whatman N°2 imprégné du réactif dek®aski (2% de FeGl (0.5 M), 35%
d’acide perchlorique) (Bricet al, 1991). Les bactéries qui synthétisent de I'Alénts

identifiées par la formation des halos rouges guent les colonies.

2.3.2. Production d’acide cyanhydrique (HCN)

Les isolats ont été soumis pour le test de prodnaliacide cyanhydrique selon la méthode
de Bakker et Schippers (1987). On a ajouté 4.4 glgene /I au milieu de TSA. Aprés
stérilisation et solidification du milieu, les beét de pétri ont été ensemencées par 100 ul de la
culture bactérienne fraiche. Un papier filtre (Whah N°1) de 9 cm de diamétre imprégné
d’'une solution composée de 0.5% d’acide picriqudee2% de carbonate de sodium, a été
déposé dans le couvercle de chaque boite en positrerse. Les boites de pétri sont ensuite
scellées et incubées a 28°C pendant 4 jours. Legemaent de couleur du papier filtre de
jaune en orange indique la synthese de HCN.

2.3.3. Production des sidérophores

Cette activité a été recherchée en utilisant urempauvre en fer, le milieu Chrome Azurol S
(CAS) selon la méthode de Schwyn et Neilands (188agifiee. Ce milieu est composé par 3
fractions, A, B et C (Annexe 3). La fraction A ayada couleur violette foncée, s’ajoute a la
fraction B sous agitation en donnant un mélangecaleration bleue foncée. Quant a la

fraction C, avant d’ajouter I'agar, le pH est aguat6.8 en ajoutant de NaOH 50% (p/v).

On a déposé des aliquotes de 10 pl de culture riEauté fraiche sur le milieu TSA. Aprés

une incubation de 5 jours & 28°C, on a fait coslerla surface une couche mince du milieu
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CAS préparé auparavant, autoclave et refroidi &5@uis, les boites ont été gardées a

I'obscurité pendant 24 heures.

La réaction positive est basée sur la compétitiarede complexe ferrique d’indicateur CAS
et les sidérophores produits par les bactériessterteQuand le fer est capté par les
sidérophores ayant plus d’affinité pour 'ion feue, la couleur du milieu CAS est modifiée

du bleu en orange a I'entourage de la colonie (§ohfwNeilands, 1997).

2.3.4. Test qualitatif de solubilisation : utilisation des sources différentes de P

inorganique

La solubilisation des autres sources de P inorgena) été recherchée en utilisant le milieu
PVK (Pikovskaya, 1948) modifie. Le ¢RO,), a été substitué par 0.5% desB@,3P;, de
CaHPQ, de FePQ@ou d’AIPO,. On a employé aussi d’autres milieux utilisés dawgélection
des BSP, et qui sont le milieu YED et NBRIP, enscdu Cg(P(;), comme source de
phosphore (Annexe 2).

Les boites contenant les différents milieux ontigtéeulées avec des aliquotes de 10 pl des
cultures bactériennes. Elles sont incubées a 28tdant 7 jours. Les résultats ont été notés
soit (+) ou (-) selon la formation ou non des hatles solubilisation a I'entourage des

colonies.

2.3.5. Fixation libre d’azote

La capacité des isolats a fixer 'azote atmospluérig été évalué en examinant l'activité
réductrice d’acétylene en éthylene. Le milieu diuce utilisé c’est le milieu Burk (Burk,
1930) sans azote (Annexe 3). Des tubes de 10 nérant 3 ml de ce milieu semi-solide
(0.18% d’agar), ont été inoculés avec 100 ul deuceilbactérienne. Les tubes ont été fermés
hermétiguement et incubés en obscurité a 28°C.sAPMeh, on a injecté 1 ml de l'acétylene

dans les tubes et on les a incubés de nouveau.

Aprés chaque 72 h, des échantillons gazeux (1 nilgt& prélevés afin de doser I'éthyléne
par la chromatographie en phase gazeuse. Et l&thybroduit est proportionnelle au taux

d’azote moléculaire fixé.
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2.3.6. Dégradation d’'urée

L'urée c’est la seule forme organique d’azote ad&arpar les plantes (Bardgett, 2005). Sauf
gu'’il est absorbé beaucoup moins facile. L'uréasstd’enzyme qui est capable d’hydrolyser
'urée en produisant de I'ammoniac et de I'anhydrichrbonique, et de faciliter ainsi son
absorbance par les plantes. £ NH; produits se combinent en donnant du carbonate
d’ammonium CQ(NHy,).. Ce dernier alcalinise le milieu en changeanolaration du milieu.

La recherche d’'une uréase consiste donc a l'alsation du milieu contenant de l'urée
comme seule source d’azote pour les bactéries. @omdicateur de pH, on utilise le rouge

de phénol.

Les boites contenant le milieu sélectif pour cattivité ont été inoculées avec les bactéries a
évaluer (Annexe 3). Aprés l'incubation, les colenositives s’entourent par une coloration

rouge violacée sur un fond jaune.

2.3.7. Détection d’activité ACC désaminase

Pour détecter l'activité d’enzyme d’ACC désaminasea inoculé des tubes contenant 5 ml
de TSB avec les souches, puis mis en agitation°’@ g8rant 24 h. Un tube non inoculé a
servi comme contrdle négatif. Les cultures ontléées deux fois avec la solution saline a
0.9% stérile.

On a préparé 3 tubes pour chaque souche : le prawée 5 ml de milieu minimum M9
(Annexe 3), le deuxieme avec 5 ml de M9 contenamiM d’ACC comme seule source
d’azote et le dernier avec 5 ml de M9 sans ACC.sToes tubes ont été inoculés avec les
cultures bactériennes lavées et incubés en agitatid8°C. Les absorbances ont été notées
apres 24 h et 48 h d’incubation & 600 nm. La sowch&é considérée ACC désaminase
positive si elle a donné une valeur d’absorbansséddans le tube sans ACC et élevée dans le
tube contenant de I'ACC en montrant la multiplioatide la bactérie suite a l'utilisation

d’ACC comme source d’azote. Les résultats ont @@ (+) pour les souches capables

d’hydrolyser 'ACC et (-) pour les souches n’ayaas cette enzyme.
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2.3.8. Détection d’AHL (Acyl Homosérine Lactone)

Les N-acyl-L-homoserine lactones (AHLs) sont debstances qui jouent un role trés
important dans la communication entre les bacté@emm négatives, ou quorum sensing.
Selon plusieurs travaux, ces molécules sont égalenapables de stimuler le phénoméne
d’'ISR. La détection des AHLs est basée sur I'i@tlen de mutants bactériens (bioscenseurs)
incapables de produire leurs propres AHLs mais ldapad’induire une réaction colorée en

présence des AHLs exogenes.

On a déposé des cylindres de fer stériles dan®ddes avant de verser le milieu TSA
autoclavé et refroidie a 50°C. Dans des tubes nanted ml de TSA a 0,8% refroidis a 42°C,
on a introduit 400 pl de culture fraicheAd tumefaciendNT1 ayant le plasmide pZRL4,
utilisé comme bioscenseur, et 80 pl de X-gal (5¥wel-chloro 3-indolylB-D-galactoside)
stérile. Le contenu a été versé sur la surfacebdigss de TSA gardant encore les cylindres.
Ces derniers ont été enlevés apres la solidifisatio milieu. Dans chaque puits, on a déposé
200 pl de surnageant de culture de la bactérieabuév Le control négatif a été présenté par
200 ul d’eau, tandis que le control positif a @fmposé de 195 ul d’'eau et du 5 pl de HHL (5
pna/ul). Apres incubation, les colonies positivesntsentourées par une coloration bleue

indiquant la production d’AHL.

2.3.9. Mise en évidence d’activités hydrolytiques extrackllaires

Les exo-enzymes ayant une activité hydrolytiquer@dent jouer un réle important dans le

biocontréle, tels que la chitinase, la protéada épolyse. La recherche de ces enzymes a été
faite selon des tests qualitatifs sur des boiteger@nt le substrat spécifique pour chaque
enzyme recherché. Les boites inoculées avec ldériescont été incubées a 28°C pendant 7
jours. Les résultats ont été notés (+) pour leséies capable de dégrader le substrat, et (-)

pour celles incapables de I'utiliser.

2.3.9.1. Détermination de I'activité chitinolytique

La chitine est une molécule tres abondante apresllidlose. C’est un composé structural de
plusieurs organismes, tels que les champignongrégszoaires et les insectes (Hostal,
2005). Afin de mettre en évidence cette activit®, a utilisé comme substrat la chitine
colloidale comme source de carbone. Le processuisadim de préparer la chitine colloidale
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est présenté dans I'annexe 4. Les boites contdeantilieu sélectif (Annexe 4) ont été
incubées avec les bactéries. Aprés incubationcddsnies positives s’entourent avec des

halos transparents.

2.3.9.2. Détermination de I'activité amylotique

L’amidon est une molécule de réserve énergétiquez da plante. C’est le constituant
principal de plusieurs organes végétaux tels gseglaines et les tubercules. L'activité
amylase a été recherchée sur I'agar d’amidon cantdiamidon de pomme de terre comme
source de carbone (Annexe 4). Quant a la révélatipres la croissance des bactéries, on a
versé du lugol sur la surface des boites. Les oedopositives se sont entourées avec des

halos transparents sur un fond de coloration bienege.

2.3.9.3. Détermination de I'activité cellulolytique

Comme substrat pour I'enzyme cellulase, on a étilés carboxyméthylicellulose (CMC), un

dérivé de cellulose, le constituant principal demofs cellulaires des végétaux. Et la
composition du milieu est dans I'annexe 4. L'atcéviellulolytique a été révélée par le rouge
Congo qui se lie de maniere stable aux moléculesdégradable de CMC. Ainsi et aprés la
croissance des colonies, les boites ont été resngline solution de rouge Congo (0.1%)
(p/v). Apres 30 min, on a fait deux lavages ave€NA M) de 5min de durée. Les colonies
qui ont I'enzyme recherché se sont entourées avéalo jaunatre sur un fond rouge.

2.3.9.4. Détermination de l'activité lipolytique

Quant a la lipolyse, cette enzyme vise les liaisesters dans les matieres grasses. Afin de
détecter cette activité, on a ajouté de la tribngyrau milieu comme substrat (Annexe 4).
Apres incubation, les colonies positives se sordatérisées par des halos transparents sur un

fond opaque.

2.3.9.5. Détermination de l'activité protéolytique

Les protéases sont des enzymes qui brisent lestigipeptidiques des protéines. Pour mettre

en évidence cette activité, on a utilisé 'agatatu(Annexe 4). Aprés l'incubation des boites
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inoculées avec les bactéries, les colonies posiseesont entourées par des halos transparents

sur un fond opaque blanc.

2.4. Détermination de profil LPS (Lipopolysaccharides)

Afin de différencier entre tous les isolats, nousre réalisé un profil électrophorétique des
lipolysaccharides en conditions dénaturantes. lpdykaccharides sont des molécules qui
entrent dans la composition de la membrane exidesebactéries Gram négatives. Les LPS
sont constitués par trois parties : le lipide A permet d’ancrer la molécule dans la bicouche
phospholipidique, un oligosaccharide de cceur epalysaccharide formé par des unités
répétitives des monosaccharides formant l'antigdeetype O. L’électrophoréese en gel

d’acrylamide de ces LPS donne un profil sacchauniglicaractéristique pour chaque bactérie.

Cette méthode a été choisie pendant ce travailddvaluer la diversité des bactéries testées.
Pour ce but, on a appliqué la technique SDS-PAGEcqgusiste en I'extraction des LPS.
Apres la préparation des échantillons suivant @gmole expligué dans l'annexe 5, on a
chargé le gel d’acrylamide par 15ul d’échantill@ansl chaque puits. Ces échantillons de LPS
se sont ensuite migrés sur gel de polyacrylamiderésence de SDS (Sodium Dodecyl
Sulfate) (Annexe 5). Aprés la visualisation desdeeles différents profils ont été comparés.

On a obtenu ainsi des profils saccharidiques oaiatijues pour chaque souche bactérienne.

2.5. Evaluation des autres activités PGP

2.5.1. Dosage de phosphore solubilisé

Le test quantitatif de solubilisation du phosphatété réalisé en inoculant 50ml du milieu
PVK liquide préparé comme cité dans I'annexe 1&@@ pl de culture bactérienne. Trois
répétitions ont été faites pour chaque isolat. in@dgux autoclavés et non inoculés ont servi
de contrdles. Les milieux inoculés et les contr@esété incubés a 28°C sous agitation (180
rom) pendant 7 jours. Les milieux ont été centéfiga 13,000 rpm pendant 20 min. Le P

soluble du surnageant a été déterminé par la méttadrimétrique d’Ames (Ames, 1966).

La concentration de P de nos échantillons a étérméiée graphiqguement a partir de la
courbe d'étalonnage (Annexe 6). Et la concentratdenP solubilisé a été déterminée en

soustrayant la concentration de P soluble du clentté la concentration de P soluble obtenu

43



Chapitre Il : Matériel & Méthodes

dans le surnageant des milieux inoculés. Les cdratems de P solubilisé par les bactéries

sont exprimées en mg/l (ou en pg/ml).

Le pH final des milieux de culture a été détermanési a I'aide d’un pH-metre. Les résultats

représentent la moyenne de trois répétitions.

2.5.2. Quantification d’AlA

L’analyse quantitative d’AlA a été procédée dededin suivante : les bactéries ont été mises
en cultures dans le milieu minimum (MM9) (Annexe @Qur inoculer d'autres tubes
contenant le méme milieu M9 enrichi de tryptoph&®0 pg mf). Les milieux ont été mis
en incubation a 28°C pendant 24 heures. Tous lksuxiont été centrifugés a 13,000 rpm
durant 3 min. Le surnageant (1 ml) a été mélangé dml de réactif de Salkowski (150 ml de
H,SO, concentré, 250 ml d’eau distillée, 7.5 ml de ReELO (0.5 M)) (Gordon & Weber,
1951). La densité optique a été prise aprés 20d'mnubation du mélange réactionnel a une

longueur d’onde de 535 nm.

Le développement d'une coloration rosatre indique production de [I'AlA. Les
concentrations de I'AlA ont été déterminées d’apaésourbe d’étalonnage de 'AlA (Annexe

4). Les résultats représentent la moyenne dergépititions.

2.5.3. Evaluation d’antagonisme

Nous avons effectué le test d’antagonisme entrertémobactéries isolées et certaines
bactéries et champignons phytopathogenes. Cessgugthogénes proviennent de laboratoire

de la société ResBioAgro (Séville, Espagne).

2.5.3.1. Vis-a-vis des bactéries phytopathogenes

Des bactéries phytopathogeneBs€éudomonas savastanoi, Clavibacter michiganensis,
Xanthomonas campestrigar. citri Ralstonia  solanacearum, Erwinia amylovoet
Pseudomonas syringpeont été utilisées pour ensemencer des tubes d® PPprés
incubation & 28°C pendant 48 h, ces tubes onti semoculer les boites de milieu Mueller-

Hilton en les inoculant avec 100 ul de la cultueetbrienne. Quand les boites deviennent
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seches, on les a inoculées avec les bactériesat. tkes boites ont été incubées a 28°C

pendant 3 jours. Les halos qui entourent chaqughaa tester (antagoniste) ont été notés.

2.5.3.2. Vis-a-vis des champignons phytopathogenes

On a évalué l'antagonisme des bactéries a testa-vis de certains champignons
phytopathogenesCplletotrichum acutatum, Verticillium dahliae, Pbghthora cactorum,

Phytophthora cinnamomi, Botryotinia fuckheliaeé Fusarium oxysporujn Dans chaque

boite de PDA, guatre bactéries a tester ont étéuigdes a l'aide du cure dent stérile a une
distance équivalente du centre de la boite PDAr&gant la forme « T », et une rondelle de
champignon agé de 5 jours a été coupé et posérdre ade la boite. Les boites ont été
incubées a 22°C pendant 7 jours. L'effet antifongigdes bactéries antagonistes s'est
manifesté par une inhibition de la croissance dangdignon phytopathogéne a distance ou

par contact.

2.6. Caractérisation moléculaire des BSP

2.6.1. Extraction d’ADN génomique

Afin d’extraire TADN génomique, on a procédé pauct facons : en utilisant le kit Quantum
prep Aquapure Genomic DNA (Bio-Rad) en suivantilestructions du fabricant, ou bien

manuellement (Annexe 8).

2.6.2. Electrophorese d’ADN génomique

Afin de s’assurer de la présence d’ADN génomiquedetsa pureté, on a exercé une
électrophorése horizontale sur gel d’agarose. @owé de bromure d’éthidium (1 pg/ml) au
gel d'agarose (0,8%) avant sa solidification. Lé&kents échantillons d’ADN (5 ul) ont été
mélangés avec le tampon de charge (Tableaul),peség dans les puits du gel. Et comme
marqueur de taille, on a utilisé 'ADN de phagedigéré par I'enzyme de restrictidtind III.
L’électrophorése a été lancée dans le tampon TAK (Tableau 1) a 100 V pendant 20 min
en utilisant I'appareil Mupid-21 (Cosmo Bio). Leartles ont été visualisées sous les UV a
260 nm.
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Tableau 1 :Composition du tampon de migration et de charge

Tampon TAE Tris-HCI 30 mM, 0,002% (v/v)
EDTAO0,5M
Acide acétique glacial 0,00114% (v/v)
Le pH est ajusté a 8

Tampon de charge Bleu de bromophénol 0,25% (p/v)
Xyléne cyanol 0,25% (p/v)
Glycérol 30% (v/v)

2.6.3. Amplification d’ADNr 16S

Le géne 16S de I'ADNr a été amplifié pour toutes bectéries par la technigue PCR en
utilisant les amorces bactériens universels fDIAGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3') et
rD1 (5-AAGGAGGTGATCCAGCCGCA-3'). Le mélange réaatinel de PCR a été de 20 pl
(Tableau 2).

Tableau 2: Composition du mélange réactionnel pour I'anigdifion d’ADNr 16S

Eléments du mélange Volume de prise (ul)
Tampon PCR (1X) 2 ul

dNTP (0.2 mM) 0.4 pl

Amorce F (0.2 uM) 0.4 ul

Amorce R (0.2 uM) 0.4 ul
Tagpolymérase (0.1 U) 0.1 ul

Eau 15.7 pl

ADN 1ul

Le mélange réactionnel a été incubé dans un theiear selon le programme suivant:

» Dénaturation initiale a 95°C pendant 5 min

e Dénaturation de ’'ADN a 95°C pendant 30|s

» Hybridation de 'amorce a 57°C pendants} 35 cycles
* Extension de I'amorce a 72°C pendant 2 min

* Elongation finale a 72°C pendant 5 min

Le produit PCR a été veérifié par I'électrophorése gel d’agarose (0.8%) contenant de

bromure d’éthidium (1 pg/ml) dans le tampon TAEX0® 100 V pendant 20 min. Aprés la
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migration, les bandes ont été visualisées soug\We&60 nm). Par la suite, les photos du gel

ont été prises avec lI'appareil de captation d'im@géDoc 2000 (Bio-Rad).

2.6.4. Récupération d’ADN du gel d’agarose

Pour récupérer le géne 16S amplifié de gel d'agardes bandes visualisées sous la lumiére
UV ont été coupées avec une lame fine. L'ADN apétéfieé aprés avec le kit PCR Clean-up

Gel Extraction (Macherey-Nagel, Germany) suivastitestructions du fabricant.

2.6.5. Séquencage d’ADNr 16S

Le séquencage du gene 16S de I'ADNr amplifié &#&etué par les services de séquencage

de Sistemas Genomicos (Valence, Espagne).

2.6.6. Traitement informatique des séquences d’ADNr 16S

Les séquences obtenues suite au séquencage ompréfgarées aux autres séquences
disponibles dans la base de données GenBank &antile programme BlastN (Basic Local

Alignment and Search Tool) sur la page de NCBI (wmali.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi

2.7.Essai d’'inoculation sous les conditions de la chamdde culture

Le riz, Oryza sativavar. Puntal, a été choisie comme plante modele d®valuer la
performance des souches en présence de la plamdedaconditions de chambre de culture

en utilisant un support inerte (vermiculite/pedlipguvre en phosphore.

2.7.1. Inoculation primaire : la sélection des BSP

2.7.1.1. Préparation des pots

Les pots utilisés ont été en verre (12 cm de dieetél7 cm longueur) contenant un mélange
de vermiculite et perlite (4:1). lls ont été remsplie 200 ml de la solution nutritive de Rigaud
et Puppo (1975) sans P (Annexe 9). L’expériencenapcis les traitements suivants : (i) le
contrble négatif non inoculé contenant le;@&y), comme source de P, (ii) Pots inoculés

avec les isolats et contenant les@®&,), comme source de P, (iii) le contrdle positif non
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inoculé contenant le P soluble apporté sous lagdP@H.K. Les pots contenant le phosphate
insoluble ont recu 230 ul de §BOy), a 10% comme seule source de P. Les pots ont été
couverts avec du papier aluminium et autoclavé®ld@ pendant 20 min.

2.7.1.2. Désinfection des graines

Les graines ont été stérilisées en surface emdagpant dans l'alcool éthylique 95% pendant
1min, dans I'eau de javel pendant 20 min, suivbd&cages avec de I'eau stérile. Au dernier
rincage, les graines ont été laissées gonfler perdaeures. La pré-germination a été realisée
dans des boites de Pétri contenant agar/eau a M § 25°C et a I'obscurité jusqu’a

apparition de radicelles.

2.7.1.3. Inoculation des pots

Six graines bien germées ont été semées dans cpagu& chaque graine était inoculée avec
1ml de culture bactérienne jeune agée d’une nuiicdbation en agitation a 28°C. Trois
répétitions ont été faites pour chaque isolat. p@s ont été par la suite couverts de films de
plastique pour maintenir I'hnumidité et éviter lemtaminations, et placés dans la chambre de
culture ayant les conditions suivantes : la phaiopgé est de 16/8 heures jour/nuit d’une
intensité de 400 PE fns?, 26/18°C.

Une semaine apres le semis, les films en plastigoesété troués en face de chaque plant en
gardant 5 plants d’apparence uniforme par pot. kS, des pots ont été arrosés avec la
solution nutritive sans P (Annexe 9), puis et séés besoins des plantes, un arrosage a I'eau

du robinet a été effectué.

2.7.1.4. Mesure de la productivité des plantes

Apres 30 jours de croissance, les plantules ontéetltées, lavées a I'eau de robinet, séchées
a 80°C pendant 48 h. La longueur de la partie ageie@ été notée, et aussi les deux parties,

aérienne et racinaire, ont été pesées séparément.
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2.7.2. Inoculation secondaire : les 3 meilleures souchesd&tériennes

Pour cet essai, on a choisi les bactéries lesgfficces en se basant sur les résultats obtenus
suite au § essai d'inoculation du riz, en particulier ceux mundement en matiére séche.
Ainsi, les 3 souches, PP22, GR70 et GP70, ayaméltm meilleur rendement en matiere
seche, ont été utilisées pour ré-inoculer individmeent ou en mélange, la méme variété du
riz suivant la méme procédure d’inoculation citégaavant. Néanmoins, on a effectue

certaines modifications :

* Augmenter I'effectif de répétitions : 7 répétitioas lieu de 3.
» Diminuer le nombre des graines : 4 graines audeg.

» Effectuer la co-inoculation: évaluer I'effet syniepge des 3 bactéries.

Apres 30 jours de semis, on a mesureé la produetilés plantes de la méme facon ci-dessus.

2.8.Essai d’inoculation sous les conditions du champ

2.8.1. Préparation d’inoculant

Avant de préparer I'inoculant composé du mélangd tactéries les plus efficientes, PP22,
ER76, GR70 et PR29, on a effectué un test d'anfagenentre ces bactéries choisies afin de
confirmer la tolérance I'une envers l'autre. Pasldte, quatre flacons contenant 250 ml du
milieu TSB ont été ensemencés avec les 4 bactémsstlacons inoculés ont été incubés en

les placant sur un incubateur agitateur a 28°C quardB h.

Les quatre milieux inoculés ont été rassemblésneblge en donnant un volume de 1 L

d’inoculant. On a complété le volume d’inocularlitres avec I'eau.

Les graines désinfectées ont été trempées damssudtition bactérienne et gardées une nuit

avant le semis.

2.8.2. Talille et description de I'unité expérimentale

La réalisation des tests d’inoculation dans le ghamst déroulée sous la surveillance de la
société ResBioAgro en Juin 2011 a Seville, en Bspalges parcelles expérimentales étaient
de 1160 rhde superficie.
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Aprés inondation du champ, les semences duQiyza sativavar. Puntal) inoculées sont
dispersées dans la parcelle. Un mois apres le skimisulant préparé comme auparavant, a

été répandue sous pression sur toute la parcqltrienentale.

Quant aux autres parcelles, contrble et organigueécologique), les fertilisants ont été
ajoutés au sol et y incorporés avant d'inondechesnps. En effet, la parcelle contrdle a recu
un fertilisant chimique, l'urée 46%, alors que larqelle écologique a recu un fertilisant
organique sous la forme d’'un compost d’origine végé

2.8.3. Survie des souches dans la rhizosphere du riz

L'objectif essentiel de cette étape est d’évalaepérsistance des quatre souches appliquées
comme inocula pour le riz au niveau de la rhizosphife cette céréale dans les conditions

naturelles et de vérifier leur survie dans le n@auveicro-biotope.

Une récolte au hasard des trois plantules a ét@ @ mois apres la lere inoculation. Les
échantillons ont été prélevés de la couche supdt@iadu sol (0-20 cm) et transportés dans

des sachets en plastique stériles et conservés.a 4°

2.8.3.1. Isolement et purification des rhizobactéries

Le sol rhizosphérique des plantules du riz de l2@r 0 — 20 cm, a été récupéré. Deux
gramme de chaque échantillon du sol rhizosphéragé&é suspendu dans 18ml de solution
saline stérile a 0.9% (poids/volume). Les solutionsété mises en agitation pendant 1h (200
rpm, 28°C). Un échantillon de 1ml de chaque sofutibtenue a été dilué de 1@ 10"
Chaque dilution a été utilisée pour inoculer detelsade TSA. Les boites ont été incubées a
28°C. Apres la croissance des colonies, ces demi@nt été purifiees sur le méme milieu
TSA.

2.8.3.2. Sélection des BSP

En se basant sur les résultats de solubilisatiodiffiéentes sources de P inorganique, et
choisissant les milieu ayant donnés des diametmgmriants de solubilisation pour les 4

bactéries utilisées dans le champ: PP22, ER76, @GRP&29, la sélection des nouvelles BSP
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a été faite sur le milieu PVK solide qui contientrame seule source de P 5 g/l dg(&x);

et de CaHPQ@et aussi sur le milieu NBRIP solide contenang(E&y),, suivant le méme
protocole appligué auparavant pour la sélection B8R. Aprés 7 jours de croissance, les
résultats ont été notés soit (+) ou (-) selon és@nce ou I'absence des halos de solubilisation

a I'entourage des colonies.

2.8.3.3. Comparaison des profils BOX-PCR

Afin d’évaluer la diversité génétique des nouveB&P et de les comparer aux isolats utilisés
dans l'inoculation du champ, on s’est basé suralaatérisation par une rep PCR utilisant
'amorce BOXAILR.

2.8.3.3.1. Extraction dADN génomique

Apres la sélection des BSP présentes dans la ghiezos des plantules du riz, on a procédé a

I'extraction d’ADN génomique de ces bactéries dm&me maniére citée auparavant.

2.8.3.3.2.  Amplification d’élément BoxA: BOX-PCR

Afin de comparer les isolats obtenus a partir dangh et les 4 bactéries utilisées dans
'inoculation de la riziere, on a procédé a ledéldncier génétiquement. Des parties non
codantes au niveau de I'ADNr ont été amplifiées witisant 'amorce BOXA1R (3'-
CTACGGCAAGGCGACGCTGACG-5). Le mélange reactionmed PCR a été de 20 pl
(Tableau 3).

Tableau 3 : Composition du mélange réactionnel pour la BOX-PCR

Elément du mélange Volume de prise (ul)
Tampon PCR (1X) 2 ul

dNTP (0.2 mM) 0.4 ul

Amorce BOX (0.2 uM) 0.4 ul
Tagpolymérase (0.1 U) 0.1 pul

Eau 16.5 pul

ADN 1l
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Le mélange réactionnel est incubé dans un thernmayselon le programme suivant:

» Dénaturation initiale a 95°C pendant 9 min

» Dénaturation de ’'ADN a 94°C pendant 1 mi

» Hybridation de I'amorce a 52°C pendannin 35 cycles
» Extension de I'amorce a 72°C pendant 5 mi

* Elongation finale a 72°C pendant 10 min

Un volume de 10 pl du produit PCR additionné del 2yutampon de charge a été déposé
dans le gel d’agarose horizontal a 0,8% contenanbrdmure d’éthidium (1 pg/ml). La
migration a été réalisée dans le tampon TAE 0,5XQ@&YV pendant 30 min. Le marqueur 1 kb
a ete utilisé comme marqueur de taille. Apres lgration, les bandes sont visualisées sous les
UV (260 nm). Par la suite, les photos du gel oétpétses avec I'appareil de capture d'image
Gel Doc 2000 (Bio-Rad).

2.8.4. Effet d’inoculation du riz sous les conditions du bamp

Afin d’évaluer l'effet de linoculation avec les Bactéries choisies sur le riz dans les
conditions du champ, des mesures de rendementroamtda production et des parametres
industriels tels que la qualité du produit ainse da pureté du produit agricole, ont été notés

apres la récolte en Octobre 2011. Les 3 paramétadaés sont:

e La production : le parametre de production a étéumeen pesant le produit
issu d’'une surface de 3?mpuis la production totale a été estimé pour tdate
parcelle ;

» La qualité du riz : 100 g de graines du riz a éié au hasard pour compter :
les graines intactes, brisées et qui contiennerg tdEZhes noires ou

blanchéatres ;

e L'impureté du riz : c’est un paramétre qui mesaesaleté menée par le grain
tel que la paille et les feuilles. Ce critére es$ gn considération pendant le

stockage du produit.
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2.9. Analyses statistiques

Les difféerents testm vitro des activites PGP ont été réalisés en triplicatéexception de

celles correspondant au test d’antagonisme.

L’ensemble des résultats a été analysé a l'aidaagramme de statistique STATGRAPHICS
Plus 4.0, et notamment par l'analyse de variandd(}A) en utilisant le test du LSD
protégé de Fisher dont le seuil d’erreur p < 0.05.
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1. ISOLEMENT ET SELECTION DES BSP

1.1. Caractéristiques physico-chimiques des sols desigzes

Les BSP ont été isolées a partir de la rhizosptierbuit Iégumineuses naturelles collectées
du Nord du Maroc et de trois variétés du riz cékis dans la région de Larache, et dont les
caractéristiques physico-chimiques des sols deizieses sont présentées dans le tableau 4.

Tableau 4: Caractéristiques physico-chimiques des solauttare de riz a Larache

Sols S367 S212 S508 S414
Granulométrie %

Argile 62 75 38 45
Limon 33 20 33 35
Sable 5 5 29 20
pHH20 8.05 8.10 8.24 7.95
CE (uS/cm) 284 560 262 254
MO % 2.58 2.97 1.66 1.97

N mg/kg 2045 2297.20 | 1242.20 | 1420.20
C/N 7.30 7.49 7.74 8.05
Bases échangeables meqg/100g

Ca 33.10 31.13 21.32 21.85
Mg 2.18 4.09 1.88 2.19

K 0.62 0.59 0.34 0.47
Na 1.17 3.35 0.72 0.82
CEC 22.10 19.67 16.45 15.62
CaCQ actif % 4.7 4.2 4.2 4.8
Fer mg/kg 369.39 885.83 82.36 272.83
Manganése mg/kg 340.15 245.38 199.05 232.44
Cuivre mg/kg 7.52 10.61 <2.50 591
Zinc mg/kg 6.56 7.15 3.41 5
Bore mg/kg 1.36 1.98 0.98 1.5

P ug/g sol 25.25 28.49 26.57 21.79

Notre choix s'est porté sur quatre sols de lauiizice de Larache. Ce sont des sols argileux avec
despH basiqued.e calcaire actif est moins représente, donc jedibilité des autres €léments ne sera
pas affectée. La mesure de la salinit¢ montre cue k& sol S212 est salin avec une

conductivité électrique de 560 uS/cm par companagax autres sols.

La matiére organique est bien représentée poasrlésusols;le rapport C/N est bas (de I'ordre
de 8) indiquant une bonne activité biologique.
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Le complexe absorbant saturé en calcium avec uke forte dominance du calcium
échangeable (entre 21.32 et 33.10) sur les auta¢i®ms.D'autre part, les teneurs

en éléments métalliques sont élevées a I'excegéarinc qui présente des traces.

Enfin, ce sont des sols présentant une richessermeyen phosphore extractible par la méthode
OLSEN (Tableau 4).

1.2.Isolement et sélection des BSP

Nous avons obtenu 701 isolats dont 113 ont ét&ssde la rhizosphére des légumineuses
naturelles en utilisant le milieu TSA, et 588 issupartir de la rhizosphére des trois variétés
du riz, avec 283 bactéries isolées en utilisamhileeu King B sélectif pour les bactéries du

genrePseudomonas

L’ensemble de ces rhizobactéries ont été testéaaslgar pouvoir solubilisateur de phosphate
inorganique. Les bactéries dissolvant le phosphatelcique, ou les BSP, s’entourent sur
milieu PVK solide par des halos transparents inaiiqula dégradation de phosphate

tricalcique insoluble incorporé au milieu commeleaource de P (Figure 2).

N 1

Figure 2: Test qualitatif de solubilisation de phosphateaigique sur PVK solide montrant
les halos de solubilisation donnés par certaind2.BS

Tous les sols rhizosphériques évalués pendant éettle renferment des BSP. En effet, un
total de 392 isolats (56%) (Figure 3) ont été c@salle solubiliser le GEPOQy), dans le
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milieu PVK solide en donnant différents diametressolubilisation arrivant jusqu’a 1.2cm.

En prenant en compte les milieux d’isolement, s8r392 bactéries sélectionnées, 50% ont
été issues du TSA et 50% du King B (Figure 3).

44%

Pseudomonas

Figure 3: Nombre total des BSP obtenues a partir de laogphére du riz et des
légumineuses naturelles.

Vu gue le diametre des halos de solubilisationpesportionnel a I'efficience des bactéries

pour la solubilisation de phosphate inorganiquesest basé sur le diametre des halos qui
doit étre égal au moins a 0.4 cm, pour la séledties isolats les plus performants afin de
poursuivre d’autres tests. Ainsi, le nombre de drées solubilisant efficacement le phosphate
tricalcique a été réduit a 123 isolats (Tableau 5).

Tableau 5: Isolats sélectionnés en se basant sur le diardés halos de solubilisation.

Légumineuses Riz
Ler{Vs|La|Ll | Lh | E P G
Nombre des isolats sur King B O| 0| 0| O 0| 28 27 18
Nombre des isolats sur TSA 5 9 |6 |1 14 |2 6 7

Ler : Lotus creticus Vs : Vicia sativa; La : Lupinus anguistifolius LI : Lupinus luteuslh :
Lupinus hirsitusE: Elio, P: Puntal, G: Guadiamar.

Origine d’isolat

Comme la plante modéle choisie pour le test d'itei@n est le riz, une proportion
importante de ces bactéries a été consacrée datsisgsus du riz. En effet, 72% des isolats

retenus proviennent des 3 variétés : Elio, Puntdboadiamar (Tableau 5).

En tenant compte du milieu d’isolement, les baegigonsidérées comme étant du genre

Pseudomonasnt été les majoritaires avec un pourcentage @ Bableau 5). Quant aux
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isolats originaires de la rhizosphére des légunsesunaturelles, le nombre le plus élevé des

BSP a été obtenu polupinus hirsitug14 isolats) (Tableau 5)

2. DETERMINATION IN VITRO DES ACTIVITES PGP

2.1. Production d’acide indole acétique (AIA)

Dans le but de sélectionner les isolats ayant désités de stimulation de la croissance
végetale, on s’est intéressé a l'une des phytohoesiaque les rhizobactéries peuvent
produire, I'acide indole acétique (AlA) qui appartt aux auxines physiologiquement les plus
actives et qui affecte fortement le développent gemtes. Dans ce but, on a testé
gualitativement la production de cette phytohormepae les bactéries dans le milieu TSA

renfermant le tryptophane comme précurseur d’AlA.

Ce test qualitatif de production d’AlA nous a pesrde trier les bactéries qui ont été cernées
avec un halo roséatre quand la membrane de nitubosdl a été mise en contact avec le réactif
de Salkowski (Figure 4).

Figure 4: Test qualitatif de production d’AIA montrant isocolonies de bactéries, GR70,
Lh9 et Lh5, sur la membrane de nitrocellulose, erites par des halos rosatres de différents
diametres.

Sur les 123 isolats évalués, 11 bactéries (9%¢ntapables de produire de I'AlA. Parmi les
bactéries issues du riz, 6 isolats sont AIA posgjvappartenant soit a la variété Puntal ou

Guadiamar, tandis que les 5 isolats restants ssuas idd_upinus hirsitus
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Quant aux isolats issus du milieu King B, aucunetdrée n’a produit cette phytohormone

(Tableau 6).

Tableau 6: Isolats capables de produire de I'AIA

Origine disolat Légumineuses Riz
rigine disola Ler [ vs|Lalulth]| El P @
Nombre des isolats sélectionnés 5 9 |6 |1 |30|33]|25

:’\I'A(‘)lrxbre des bactéries capables de prodea ol ol ol 5! ol 2| 4
Ler : Lotus creticus Vs : Vicia sativa; La : Lupinus anguistifolius LI : Lupinus luteuslh :
Lupinus hirsitusE: Elio, P: Puntal, G: Guadiamar.

2.2.Production d’acide cyanhydrique (HCN)

La production de 'HCN est une autre activité P@eherchée chez les rhizobactéries triees et
qui est liée surtout au biocontrble des plantes.pdarcentage de 8% des 123 bactéries
choisies ont été capables de produire ce gaz. &blesstoutes issues de la rhizosphere du riz.

Alors que les isolats de légumineuses naturellestrpas cette activité (Tableau 7).

Tableau 7: Isolats capables de produire de 'HCN

. N Légumineuses Riz
Origine diisolat lcr[Vs|La| LI[Lh| E] P| G
Isolats sélectionnés 5 9 56 1 14 B0 |33 |25
Bactéries capables de produire 'HCN 0 O ([0 |[O |O |6 |2

Ler : Lotus creticus Vs : Vicia sativa; La : Lupinus anguistifolius LI : Lupinus luteuslh :
Lupinus hirsitusE: Elio, P: Puntal, G: Guadiamar.

Selon les résultats de I'AIA et 'HCN et aussi lportance du diametre des halos de
solubilisation équivalent au moins a 0.7cm, onlact®nné 41 isolats pour la poursuite des
tests, avec 14 isolats sont issus de la rhizospt@m@eux légumineused.upinus luteuset

Lupinus hirsitusget 27 isolats issus de la rhizosphére du riz.
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2.3. Production des sidérophores

Vue l'importance du fer pour la nutrition et la feotion des plantes, la production des
sidérophores qui sont des molécules d’une grafiifgit@ aux ions du fer (F&), a été
évaluée aussi comme activité PGP surtout pouoieobitréle.

Tableau 8: Isolats capables de produire des sidérophores

. . Légumineuses| Riz
Origine d’isolement L h ETPIG
Isolats sélectionnés 1 13 8 13 |6
Bactéries capables de produire des sidérophores 0 @| 12| 6

LI: Lupinus luteusl.h : Lupinus hirsitusE: Elio, P: Puntal, G: Guadiamar.

Sur les 41 isolats triés selon les résultats denéliee de solubilisation, d’AlA et d’'HCN, 26
bactéries sont arrivées a chélater le fer en psadtiides sidérophores dans le milieu CAS
utilisé pour la détection de ces métabolites (Tabk). Aucune souche issueldéhirsitusou

L. luteusn’a donnée I'halo orange caractérisant la produacties sidérophores sur le milieu
CAS (Tableau 8).

En conclusion, et selon les résultats précédemsa trié 25 isolats pour la poursuite des
expérimentations. Ces isolats sont soit positifard@AIA ou pour 'HCN, ou capables de
produire les sidérophores (tableau 9).

La coloration Gram a montré que toutes les 25 biastéont des bacilles Gram (-).
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Le tableau 9 récapitule les différentes souchesegrien récapitulant les résultats obtenus

concernant les premiers caracteres PGP de trihgeproduction d’AlA, d'HCN et des

sidérophores.

Tableau 9: Diamétre des halos de solubilisation de P, pridn d’AlA, d’HCN et des

sidérophores.

Isolats Halos (cm) AIA  HCN  Sidérophores Gram
Lh10 0.9 (x0.2) + - - -
Lh9 0.8 (x0.1) + - - -
Lh5 0.7 (20.1) + - - -
Lh66 0.8 (x0.15) + - - -
Lh71 0.6 (x0.12) + - - -
PP7 1.1 (x0.12) - + + -
PP14 0.9 (x0.15) - + + -
PP17 0.7 (20.2) - - + -
EP15 1.2 (#0.15) - + + -
PP31 1 (x0.15) - - + -
PP16 1(x0.12) - - + -
PP22 0.9 (x0.21) - - + -
ER66 0.4 (x0.06) - + + -
ER68 0.6 (x0.06) - + + -
ER76 0.8 (x0.15) - + + -
ER77 0.5 (x0.06) - + + -
ER85 0.6 (x0.1) - + + -
GR70 0.9 (x0.21) + - + -
GR1 0.6 (x0.15) - + + -
GR18 1.1 (x0.12) + - + -
GR46 0.5 (x0.12) + - + -
GR55 0.4 (x0.1) + - + -
GP70 0.8 (x0.15) - + + -
PR66 0.4 (x0.1) + - - -
PR29 0.7 (#0.15) + - + -

Les BSP sont indiquées soit par les initiationsédemineuse, Lh podrupinus hirsitus soit

par deux lettres pour celles obtenues du riz, ta Btre c’est P (Puntal), G (Guadiamar) ou E

(Elio), suivi par la 2eme lettre, P (Isolats obtesur milieu King B) ou R (Isolats obtenus sur

milieu TSA) (Tableau 9).



Chapitre Il : Résultats

2.4. Solubilisation des autres sources de P inorganique

La sélection classique des BSP se fait dans desumitle culture renfermant le phosphate
calcique. Or, dans les sols acides, le P solultleapglement précipité par les cations du sol,
Fe* et AP* en donnant des complexes insolubles. De ce faita ®emplacé le phosphate
tricalcique par d’autres sources de P inorganiquensunément présentes dans les deux types

du sol, acide et alcalin.

Les résultats obtenus montrent que la majoritébdeteries testées s’entouraient des halos de
solubilisation dans les boites renfermant des awgoeirces de phosphate calcique (Figure 5).
L'importance des diametres des halos different dhilieu a l'autre pour la méme bactérie.
Les halos ont été plus clairs sur le milieu PVK teoant CaHPQ comme source de P

insoluble (Figure 5).

Figure 5: Halos de solubilisation formés en solubilisant @ifférentes sources de P
inorganique.

Les résultats présentés dans le tableau 10 mordrenties bactéries ont été capables de
solubiliser les autres sources de P minéral quisabstitué le phosphate tricalcique dans le
milieu PVK. En effet et a part ER66 et GR70, delohae solubilisation ont été observés
autour de 23 bactéries dans les boites renfermayht@;sP; et CaHPQ comme source de P.
Tandis qu’elles sont toutes incapables de dissolglrphosphate du fer et d’aluminium
(Tableau 10, Figure 5).
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Tableau 10: Solubilisation des autres sources de P inorgeniet évaluation des autres
milieux de base utilisés pour la sélection des BEBRIP, YED-P).

Isolats PVK modifié NBRIP YED-P
CaHPO; CasHO13P; FePO; AIPO4
Lh10 + + - - + +
Lh9 + + - - + +
Lh5 + + - - + +
Lh66 + + - . + +
Lh71 + + - - + -
PP7 + + - - + +
PP14 + + - - + +
PP17 + + - - + -
EP15 + + - - + +
PP31 + + - - + +
PP16 + + - - - +
PP22 + + - - + -
ER66 - - - - - +
ERG68 + + - - + +
ER76 + + - - + +
ER77 + + - - + +
ERS85 + + - - + +
GR70 - - - - + -
GR1 + + - - + +
GR18 + + - - + -
GR46 + + - - + -
GR55 + + - - + -
GP70 + + - - + -
PR66 + + - - + +
PR29 + + - - + -

Quant aux deux milieux, NBRIP et YED, qui renfermén phosphate tricalcique comme

source de P, certaines souches, PP16, ER66, LFAT, PP22, GR70, GR18, GR46, GR55,
GP70 et PR29, ne sont pas arrivées a dissoudi@bippate tricalcigue quand on a changé le
milieu de base, PVK, par NBRIP et YED, malgré ge'slavaient été isolées auparavant sur

cette activité en utilisant le milieu PVK comme ieul de base (Tableau 10).

En outre, la préférence a été pour le milieu NBRER. effet, 92% des bactéries ont été
capables de dissoudre le P insoluble présent @éamslieu NBRIP, alors que juste 64% des
bactéries ont donné des halos de solubilisatiotesmilieu YED-P. Ce qui montre I'influence

de certains composés et leurs concentrations demsnilieux de culture utilisés pour la

sélection de BSP sur I'activité solubilisatricept®sphate inorganique.
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2.5. Utilisation des différentes sources d'azote (N)

2.5.1. Fixation libre d’azote

Parmi les processus microbiens dont les PGPR pewaregliorer la nutrition azotée, la
fixation libre d’'azote atmosphérique. Suite au desgar la chromatographie en phase
gazeuse d'éthyléne qui est proportionnel a la digadiazote atmosphérique fixé, aucune des
vingt-cing souches retenues ne possede cettetadtittiogénase.

2.5.2. Dégradation d'urée

En se basant sur le changement de coloration deundk culture grace a I'indicateur du pH,
le rouge de phénol, un total de cinq bactéries, LhA0, Lh5, Lh71 et GR18, sont arrivées a

hydrolyser I'urée en donnant des halos rosatre&néourage des colonies (Figure 6).

Figure 6 : Test de dégradation d’'urée : I'halo rosatre cawsd’alcalinisation du milieu
présente la réaction positive par la souche AMGCIihtréle positif).
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2.6. Détection d’activité ACC désaminase

Pour détecter cette activité, on a évalué la caoiss des bactéries testées dans le milieu M9
qui renferme 'ACC, le substrat d’'enzyme ACC désaase, comme seule source d’azote
(Figure 7).
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Figure 7: Test de dégradation d’ACC : La souche GP70 neoutre réaction négative, le
reste des bactéries montre une réaction positive.

La comparaison des résultats obtenus par rappadnaain positif (CKB1), montre que les
bactéries, ER85, ER68, ER76, ER66, ER77 et Lh5 étdhtcapables de dégrader I'ACC et
l'utiliser comme source d’azote grace a I'enzymeCAd@esaminase (Figure 7, Tableau 11).
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2.7.Détection d’AHL

Les molécules N-acyl-L-homoserine lactones (AHLs)egnt un rdle primordial dans le
dialogue moléculaire chez les populations bactéden Afin de mettre en évidence ce
phénomene, on a utilisé la soughetumefacien®NT1 comme bio-indicateur, et la coloration
du milieu en bleu autour des puits contenant leagygant de cultures fraiches des bactéries

retenues, indique la production d’AHL.

Les résultats trouvés indiquent que 64% d’isolats cette propriété (Tableau 11). La
concentration d’AHL produit differe d’'une bactérgel’autre vue le diamétre des halos a

I'entourage des puits.
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Tableau 11: Tableau récapitulant les résultats des tesfisxdion libre d’azote, dégradation
d’'urée, d’ACC désaminase et de production d’AHL ples 25 isolats retenus.

Isolats Fixation de N Uréase ACC désaminase AHL

Lh10 - + - +
Lh9 - + -
Lh5 - + +

Lh66 - - -

Lh71 - + -
PP7 - - -

PP14 - - -

PP17 - - -

EP15 - - -
PP31 - - -
PP16 - - -
PP22 - - -

ER66 - - +

ERG68 - - +

ER76 - - +

+
+

+

+ |1

+ 4|+ [+

ER77 - -

ER85 - -

GR70 - - -
GR1 - - -
GR18 - + -
GR46 - - -
GR55 - - -
GP70 - - - -
PR66 - - - +
PR29 - - - -

+l+ |+ ||+ [+ |+
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2.8.Mise en évidence d’activités hydrolytiques extrackllaires (chitinase, amylase,
cellulase, lipolyse, protéolyse)

Quant aux différentes activités enzymatiques, sedats ayant ces enzymes hydrolytiques,
s’entouraient avec des halos transparents ou deuwodifférente du milieu de culture. Des
exemples d’hydrolyse de différents substrats paelzymes recherchés sont présentés dans
la figure 8.

Chitinase

Ea
\ f Y

Amylase

Cellulase

Protéolyse

GRI18

Figure 8 : Différentes activités hydrolytiques des bae®tudiées

Sur les vingt-cinqg bactéries étudiées, 9 isolatnin’aucune de ces activités recherchées
(Tableau 12). Alors que 64% d’isolats ont au maine activité hydrolytique. La protéase est

I'activité la plus abondante au sein des isolats.

Les bactéries GR70, PR66, PR29 sont les isolatst gptas d’activités enzymatiques. En
effet, ces trois souches possedent quatre actiigésolytiques, chitinolytique, amylique,
lipolytique et protéolytique.

Quant a l'activité cellulolytique, les quatre baw@é, Lh10, Lh9, Lh66 et GR18, seulement
ont été capables de dégrader le carboxyméthylosbul
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Tableau 12 Tableau récapitulant les résultats d’activitédrbiytiques extracellulaires pour
les 25 isolats retenus.

Isolats Chitinase Amylase Cellulase Lipolyse Protéolyse

Lh10 - - + - +
Lh9 - - + - +
Lh5 - - - - +

Lh66 - - + - -

Lh71 - - - - +
PP7 - - - . .

PP14 - - - - -

PP17 - - - . .

EP15 - - - - -

PP31 - - - .

PP16 - - - .

PP22 - - - -

ER66 . - - =

ER68 - - - -

ER76 . - - =

ER77 - - - -

ER85 . - - =

GR70 + + - +
GR1 - - - - -

GR18 . - + = -

GR46 - - - - -

GR55 . =

GP70 + +

PR66 + + - +

PR29 + +

+ |1

+ 4|+ 4]+ +]

++ [+
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3. SELECTION DES BSP POUR LA POURSUITE DES TESTS

Les membranes des bactéries Gram négatives somstituéas sur la face interne de
phospholipides et de lipoprotéines, et sur la ceuekterne de polysaccharides dont les
lipopolysaccharides (LPS) en font partie. La conitpws de ces LPSs différent d’'une souche
a l'autre. En conséquence, chaque souche posseqeqme profil électrophorétique de LPS
issu suite a la technique SDS-PAGE. Ainsi, poufedéncier entre les 25 souches, on s’est

procédé a la comparaison des profils LPS.

Apres le traitement des gels d’acrylamide avecileate d’argent, les polysaccharides de
surface sont colorées en jaune en partie lipidapgeLPS. On obtient par la suite nombreuses
bandes situées a différents niveaux suite a lareificiation de leur composition (Figure 9). Et
en se basant sur les différents profils LPS obtemus observé une hétérogénéité au sein des

isolats retenus.

1 2 34 5 6 7 8 91011 12 13 14 15 16 17 18 19201 22 23 24 25 26 27 28 29 30

1 ER85

11 = GR46

21 = thO
2 =Lh66 12 = PR29 22 = GR55
3 = ER77 13 =GP70 23 = Lh77
4 = ER68 14 = Lh5 24 = PP31
5 = ER6G6 15 = PP17 25 =PP14
6 = Lh66 16 = PP22 26 = PR66
7 =ER76 17 = PP7 27 = GR18
8 = PP15 18 = GR70 28 = GR1
9 =ERS85 19 = PP16 29 = Lh9
10 = Lh66 20 =ERS85 30 = Lh66

Figure 9: Différents profils électrophorétiques des LPSsgal de polyacrylamide obtenus

Toutefois, certaines bactéries partagent le mémfil pPS. En effet, concernant les isolats
issus dd.. hirsitus les deux bactéries Lh9 et Lh10 ont méme composie LPS.

Quant aux isolats du riz, le profil obtenu pourbkctérie PP14 est identique a celui de la
bactérie PP7. De méme pour les deux bactériesesalé la variété Guadiamar, GR46 et

GR55. Les mémes résultats ont été notés aussi rc@amtecertaines souches originaires de la
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variété Elio. Les trois bactéries ER85, ER68 et ERwht données des profils semblables
(Figure 9).

En conséquence et suite aux différentes activi@B Bvaluées auparavant, on a éliminé les
isolats suivants : Lh9, PP14, GR46, ER85 et ER68r R suite des tests, on a gardé alors 20
bactéries.

4. RCHERCHE IN VITRO DES AUTRES ACTIVITES PGP

4.1.Dosage de phosphore solubilisé

On a procédé au dosage de P solubilisé selon laosetd’Ames. Les concentrations de P
solubilisé obtenues apreés 7 jours d’incubationiajos les valeurs du pH final des milieux de

culture ont été notées (Figure 10).

Les concentrations de P obtenues ont oscillé &¥8e28 mg/l et 70.98 mg/l solubilisées par
ER76 et PP7 respectivement. On n’a pas trouvé arélation significative entre I'activité
solubilisatrice dans le milieu solide et liquide=(r0.66, p> 0.10). En effet, la souche PP7 a
donné un diamétre de solubilisation important diensnilieu PVK solide (1.1 cm), alors
gu’elle a solubilisé moins de P en donnant la cotraéon la plus basse (70.98 mg/l) en
comparaison avec le reste des isolats. Tandis epiedux souches ER77 et ER66, se sont
montrées moins efficientes dans le test qualitiié le test quantitatif. En effet, elles ont
donné les diametres les plus bas dans le milieu Bdlidle (0.5 et 0.4 cm respectivement),
toutefois elles ont donné des concentrations imaptes de P solubilisé, 339.39 et 131.17

mg/l respectivement.
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Figure 10: Concentrations de P solubilisé par les vingches aprés 7 jours d’incubation et
les valeurs du pH final des milieux de culture.

Quant au pH final des milieux de culture, une ification a accompagné la biosolubilisation

de P minéral en comparaison avec le pH du milieu inoculé (témoin) ayant un pH 6.72

(Figure 10). La valeur de pH arrive jusqu'a 4.3peasence de GR1, et la valeur de pH la
moins acide a été de 6.38 obtenue par la bact®redai a donné la concentration la plus
faible de P solubilisé (Tableau 13).

En effet, une corrélation significative a été tréwentre la quantité de P solubilisé et le pH du
milieu de culture (r = -0,68, p < 0.01) indiquameurelation négative entre les deux
parametres. Cette relation inversée entre le pld ebncentration de P solubilisé indique le
réle significatif d’acidification du milieu dans Iprocessus de solubilisation de P par les
bactéries.
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4.2. Quantification d’AlA

Vue I'importance de I'AlA sur la croissance de large et la sensibilité des racines vis-a-vis
de concentration de cette phytohormone, on a di@h#IA produit par chaque souche. Les
résultats obtenus sont présentés dans la figue¢ [EQableau 13.

70,00

60,00

50,00

10,00 =

30,00 — — AlIA{mg/I)

20,00 = I - .

10,00 = I

0,00

Figure 11 : Concentrations d’AlA produit par les vingt souchetenues.

Selon la figure 11, les bactéries testées ontaites capables de produire de I'AlA. Les
concentrations obtenues se différent d'une soudreutie (Figure 11). Les valeurs les plus
élevées ont été synthétisées par PR66 et PR29 euuigant 64.85 et 55.09 mg/l
respectivement (Tableau 13). Alors que les vallmgPlus faibles ont été synthétisées par les
trois bactéries, ER77, ER66 et ER76 en produisssgeactivement 0.68, 1.20 et 1.22 mg/l
d’AlA.

En plus, certaines soucheskRgeudomonas$?P22, PP17, PP31, PP7, PP16, EP15 et GP70 ont
produit des valeurs plus ou moins importantes d’Awalgré que le test qualitatif d’AlA ait

été négatif (Tableau 9). Et les souches les pliserites ont été PP22 et PP17 en produisant
respectivement 20.46 et 18.14 mg/l (Figure 11 ;dab13).

Quant aux souches obtenuesLdginus hirsitus elles ont produit des valeurs différentes de
cette phytohormone. Ainsi, les concentrations d’A$fnthétisées par ces souches ont
oscillées entre 15.26 et 2.38 mg/l, données respentnt par Lh71 et Lh66.
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Tableau 13: Concentration de P solubilisé, le pH final duieoi de culture aprés 7 jours
d’incubation et la concentration d’AlA produit pas vingt bactéries triées.

Isolats P solubilisé (mg/l) pH final AIA (mg/l)
Lh10 298.66 | 4.83 cd 12559
Lh5 272 5d 2.81 cd
Lh66 264.31 i 4.87 cd 2.38 bc
Lh71 81.94 ab 5.95f 15.26 h
PP7 70.98 a 6.38 h 11.52 fg
PP17 216.55¢ 4.4 ab 18.14 i
EP15 91.1 bc 5.88 f 13.99 h
PP31 140.33 e 48c 14.49 h
PP16 208.37 g 45b 3.82d
PP22 295.71] 4.44 ab 20.46 |
ER66 131.17 de 4.89 cd 1.20 ab
ER76 608.28l 4.46 ab 1.22 ab
ER77 339.39 k 481c 0.68 a

GR70 119.56 d 6.18 g 14.12 h
GR1 235.69 h 4.3a 10.66 f

GR18 85.87b 6.15¢ 28.29 k

GR55 100.59 c 6.18 g 3.60 cd
GP70 87.67 bc 6.23 gh 5.97 e
PR66 165.85 f 5.25e 64.85m
PR29 158.33 f 525e 55.09I

Les moyennes de méme colonne suivies de méme Iattreont pas significativement
différentes a un seuil de signification de 5%.
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4.3. Antagonisme

En plus des activités stimulatrices de croissanafuées auparavant, on s’est intéressé aussi a
une évaluation directe d’effet d’antagonisme destédyges retenues vis-a-vis de certains

phytopathogénes (bactéries et champignons).

4.3.1. Contre des bactéries phytopathogenes

Les bactéries ayant un effet antagoniste sont ef#eupar des zones transparentes, non
peuplées par les bactéries phytopathogénes, apesléalos d’inhibition (Figure 12).

P. savastanoi

C. michiganensis

R solanacearum

Figure 12: Halos d'inhibition obtenus par certaines bae®rétudiées en présence des
bactéries phytopathogénesldvibacter michiganensis, Pseudomonas savase&triRalstonia
solanacearum).
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Les isolats exercant une forte inhibition contiebactéries phytopathogenes sont celles ayant
données des halos d’inhibition dépassant les 5 bems. résultats sont présentés dans le
tableau 14.

Tableau 14: Test dantagonisme des souches étudiées vis-ades bactéries
phytopathogenes.

Isolats P. C. X campestris R. E. P.
savastanoi michiganensis var. citri solanacearum amylovora syringae
Lh10 - +/- _ s - -
Lh5 - +/- _ _ ) -
Lh66 - - _ - - -
Lh71 - - _ " - -
PP7 ++ + _ " - -
PP17 ++ + _ n - -
EP15 + + +/- - - +
PP31 - + i - - -
PP16 ++ +++ + n i o
PP22 +/- - i : - :
ERG6 + - n T - -
ER76 +/- + + i i -
ER77 ++ +++ + i " i
GR70 +/- - i : - -
GR1 ++ + _ " - -
GR18 - + _ " - -
GR55 - + _ " - -
GP70 + + n " - "
PR66 - - _ - - -
PR29 - +/- R n - -

- = aucune inhibition ; +/- = halos d’ibftion <2 mm ; +: <6 mm ; ++: <18 mm ;
+++:>18 mm.
P. savastanoi = Pseudomonas savastanoi ; C. micteigsis = Clavibacter michiganensis ;
X. campestrisar. citri= Xanthomonas campestnsariété citri; R. solanacearum = Ralstonia
solanacearum ; E. amylovora = Erwinia amylovor#; syringae = Pseudomonas syringae.

Parmi les bactéries étudiées, les six souches, , A6/, GR1, ER77, GR55 et PP7, ont
montré un fort effet antagoniste, particulieremeontre P. savastanoet C. michiganensis
En plus, aucun des isolats issud_d&irsitusn’a manifesté une inhibition considérable envers

les bactéries phytopathogenes testées (Tableau 14).

Quant a l'agent phytopathogeRalstonia solanacearunelle a subi une inhibition plus ou

moins importante par la majorité des bactériesntets. Tandis que le reste des bactéries
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pathogénes, X. campestrisvar. citri, E. amylovoret P. syringae,a manifesté une forte
résistance aux bactéries testées (Tableau 14).

4.3.2. Contre des champignons phytopathogénes

Concernant le test d’antagonisme réalisé contre cfl@snpignons phytopathogénes, on a
remarqué deux types d’inhibition de croissance etagathogene. Les champignons ont été
inhibés soit immédiatement apres leur contact taeec les bactéries antagonistes (inhibition

de contact), soit leur croissance a été bloquétaw@me d’avoir un contact avec la bactérie

antagoniste (inhibition a distance) (Figure 13).

B

B {5‘/,.
rticillium Vis-a-vis de Phytophthora
acutatum:  Antagonisme dedahliae Antagonisme decinnamoni Antagonisme de
distance exercé par ER66 atistance exercé par GP70 (distance exercé par ER66 (a
ER77 (a gauche), etgauche), et par GR1, GR18gauche), et antagonisme de
antagonisme de contact exerdeP15 et PP17 (a droite).  contact exercé par GP70 (a
par Lh5 (a gauche), Lh10 et droite).
Lh66 (a droite).
Vs N

Vis-a-vis de Phytophthora Vis-a-vis de Botryotinia Vis-a-vis de Fusarium
cactorum Antagonisme defuckheliana Antagonisme oxysporum Antagonisme de
contact exercé par Lh1l0 etle contact exercé par GR18ontact exercé par Lh66 (a
Lh66 (& gauche), et par PP17 ¢éh gauche), et antagonismgauche), et antagonisme de

GR18 (a droite), etde distance exercé padistance exercé par ER76 (a
antagonisme de distance exer@€R76 et ER77 (a droite). gauche), et par ER77 et
par GR1 et EP15 (a droite). ERG66 (a droite).

Figure 13 : Différents modes d’inhibition exercés par les baeg étudiées vis-a-vis des
champignons phytopathogenes.
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Les résultats du tableau 15 montrent qu'un pouaggntde 70% des bactéries évaluées a
inhibé au moins un des six champignons a I'esgsaiplls, certaines bactéries ont manifesté

les deux types d’'inhibition selon I'agent pathogée#e que la souche Lh5 et PP16.

Néanmoins, certains isolats ont exercé le méme rdbdRibition contre les champignons
phytopathogénes, telles que les bactéries GR1, HE®B6 et ER77 en réagissant a distance
contre les six champignons phytopathogénes, aldaz bactéries Lh10 et Lh66 en inhibant

les champignons par contact direct (Tableau 15).

Tableau 15: Test d’antagonisme des souches étudiées vis-aeds champignons
phytopathogénes et mode d’inhibition (Contact td&ise).

Isolats C. V. P. P. B. F.
acutatum dahliae  cinnamoni cactorum  fuckheliana  Oxysporum
Lh10 +(C) - - + (C) - -
Lh5 +(C) + (D) - + (C) - -
Lh66 + (C) - - + (C) - +(C)
Lh71 - - - - - +(C)
PP7 - + (D) - - - -
PP17 - + (D) - +(C) - -
EP15 + (D) + (D) - + (D) - +(C)
PP31 - - - - - -
PP16 - + (D) + (D) + (D) - +(C)
PP22 - - - - - -
ER66 + (D) + (D) + (D) + (D) + (D) + (D)
ER76 + (D) + (D) + (D) + (D) + (D) + (D)
ER77 + (D) + (D) + (D) + (D) + (D) + (D)
GR70 - + (D) - + (C) - -
GR1 - + (D) - + (D) - -
GR18 - + (D) - + (C) +(C) + (C)
GR55 - - - - - -
GP70 - + (D) + (C) + (C) +(C) +(C)
PR66 - - - - - -
PR29 - - - - - -

D = Inhibition a distance ; C = Inhibition par cant.

C. acutatum = Colletotrichum acutatum ; V. dahlmé/erticillium dahliae ; P. cactorum =
Phytophthora cactorum ; P. cinnamoni = Phytophthocaanamoni; B. fuckheliana =
Botryotinia fuckheliana ; F. oxysporumFusarium oxysporum.

77



Chapitre Il : Résultats

En plus, 15% de bactéries testées ont manifestéange spectre d’action vis-a-vis des

champignons phytopathogenes testés pendant ceide €Figure 14). En effet, les trois

bactéries ER77, ER66 et ER76 ont montré une inbibitontre tous les champignons testés,
suivies par la bactérie GP70 (Figure 14).
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Figure 14: Effet antagoniste des bactéries étudiées surérdififts champignons
phytopathogénes.

Cependant, certaines souches n’ont montré auceh aftagoniste, comme c’est le cas des
bactéries PP31, GR55, PP22, PR66 et PR29 qui rnigpasrarrivées a inhiber aucun de six
champignons phytopathogenes testés (Figure 14).
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5. CARACTERISATION MOLECULAIRE DES BSP SELECTIONNEES

La diversité génétique des isolats a été examinéedasant sur le séquencage du gene 16S
de 'ADNr. Les BSP isolées pendant cette étude rigpaent a trois différents genres :
Pseudomonas, EnterobactrAeromonagFigure 15).

: By

11

B deromonas sp. W Pseudomonas sp. © Enterobacter sp.

Figure 15: Distribution des bactéries étudiées selon lergesuite a l'identification
moléculaire.

En effet, en se basant sur un pourcentage de tsidglide 97% ou plus (Tableau 16), onze
bactéries sont plus proches @seudomonaspp., Six souches ont été identifiees comme des

Enterobacterspp., alors que trois sont plus similaires a aet&speceg\eromonasspp.
(Tableau 16).
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Tableau 16 :ldentification moléculaire des vingt souches sééosequencage de 'ADNr16S.

Longueur du gene

Espece le plus %
Isolats AI?Nr 1681 proche (Souche) d’identité
séguencé
Enterobacter
ludwigii (EN-119 = 98%
Lh10 999 DSMZ 16688 = CIP  (929/947)
108491)
Enterobacter
97%
Lh5 1014 aerogenes
(JCM1235) (975/1001)
Enterobacter 0
Lh16 935 amnigenus (8358/5’10)
(JCM1237)
Enterobacter 99%
Lh71 1071 cancerogenu$LMG
2693) (1059/1074)
Pseudomonas 98%
PP7 1022 kilonensis(520-20)  (973/992)
Pseudomonas 98%
PP17 999 corrugata(Slade (981/997)
939/1)
Pseudomonas 99%
EP15 1404 kilonensis (520-20) (1396/1404)
Pseudomonas 98%
PP31 609 trivialis (P 513/19)  (594/609)
Pseudomonas 989
PP16 575 proteolytica (561 /5"75)
(CMS 64)
Pseudomonas putida  97%
PP22 931 (IAM 1236) (862/893)
Pseudomonas 99%
ERG6G6 1021 brassicacearum
(DBK11) (1020/1021)
Pseudomonas 99%
ER76 1438 kilonensis(520-20)  (1430/1438)
Pseudomonas lini 99%
ER7Y 957 (DLE411J) (945/957)
Aeromonas medié 98%
GR70 1009 RM) (982/999)
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Tableau 16 :ldentification moléculaire des vingt souches sdédosequencage de 'ADNr 16S
(suite).

Longueur du géne

s 0
Isolats ADNr 16S Espece le plus Yo

proche (Souche) d’identité

séquencé
Pseudomonas 98%
GR1 1019 fulva ( AJ 2129)  (975/992)
GR18 1020 “hshuriae (1082/(?021)
(JCM6051)
Enterobacter
ludwigii ( EN-119 97%
GRS5 1465 = DSMZ 16688 = (1320/1360)
CIP 108491)
Pseudomonas 98%
GP70 926 fulva (AJ 2129)  (804/817)
Aeromonas _ 98%
PR66 959 allosaccharophila (276/281)
(CECT 4199)
Aeromonas media  99%
PR29 918 (RM) (902/909)

En plus, toutes les bactéries isolées de la rhimrepdu riz retenues en utilisant le milieu
King B appartiennent au genPseudomonasCe qui confirme la spécificité de ce milieu pour

I'isolement des bactéries appartenant a ce groapegtien (Tableau 16).

En outre, parmi les isolats obtenus suite a I''s@et par le milieu TSA, et suite au
séquencage d’ADNr 16S, les bactéries GR1, ER776ERERG6 ont été identifiées comme

des souches deseudomonas.

Quant aux quatre isolats issus de la rhizosphete dasitus le séquencage a montré qu'ils
sont plus proches de certaines souchdsntérobacter E. ludwigii, E. aerogenes, E.

amnigenu®t E. cancerogenus
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6. ESSAI D’INOCULATION AVEC LES BSP SELECTIONNEES

6.1.En pot

6.1.1. Premiere inoculation : les seize BSP retenues

En tenant compte des isolats ayant le plus d’aéswGP, en particulier la concentration de P
solubilisé et d’AlA, et aussi 'ACC désaminase, anretenu seize bactéries pour 'essai
d’inoculation. En effet, et afin d’évaluer I'effeies bactéries en présence du riz, nous avons

effectué un test d’inoculation dans les conditidada chambre de culture (Figure 16).

Figure 16 : Plantes du riz inoculées aprés un mois de craissan chambre de culture

Dans cet essai, le P était le facteur limitant, m@nhe montre clairement la réponse du riz a la
fertilisation phosphatée (contrdle positif). Danss cconditions, I'inoculation avec les 16
bactéries testées a entrainé des augmentationfficsiives (p < 0.05) des différents

parametres étudiés en comparaison avec le commdléoculé (Tableau 17; Figure 17 et19).
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Tableau 17: Longueur aérienne et rendement en matiere sechla gartie aérienne et

racinaire du riz inoculé avec les seize bactégstes apres quatre semaines de croissance en
pot.

Souche ,Lpngueur Mgtiére séche I\{Iqtiére séche
aerienne (cm) racinaire (g/pot) aerienne (g/pot)
GR55 13,85 bcd 0,05 a 0,09 a
GR70 26,05 ij 0,379 0,579
PR29 26,83 j 0,47 h 0,67 h
GR1 24,77 hi 0,36 g 0,51f
GP70 25,58 ij 0,31f 0,50 f
PP22 23,73 h 0,39¢g 0,52 fg
PP7 14,03 cd 0,05a 0,09 a
ER76 10,51 a 0,11 b 0,18 b
ER77 10,50 a 0,12 bc 0,19b
PR66 20,49 fg 0,19d 0,34 d
Lh66 18,83 ef 0,18 d 0,25¢
PP17 12,75 bed 0,11b 0,16 b
GR18 12,23 ab 0,09 b 0,10 a
Lh71 14,45 d 0,10 b 0,14 ab
Lh5 17,11 e 0,22 e 0,29 cd
Lh10 19,16 f 0,23 e 04le
C+ 21,56 g 0,25 e 0,53 fg
C- 12,49 bc 0,15¢ 0,31d

Les moyennes de méme colonne suivies de méme Iattreont pas significativement
différentes a un seuil de signification de 5%.

En effet, apres 30 jours, la majorité des souchéstimulé de facon significative la longueur
des plantes (Figure 17). Ces stimulations ont é&®emwées notamment en présence des
bactéries PR29, GR70 et GP70 en arrivant a 114@3.57 et 104.80% d’augmentation en
comparaison avec le témoin non inoculé (C-).
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35

(cm)

Longueur aérienne

Figure 17 : Longueur de la partie aérienne des plantes inesué&ec les seize bactéries
retenues apres quatre semaines de croissance.en pot

De méme, une stimulation significative a été obé&eren présence de certaines souches
concernant le rendement en matiere seche des pldabdeau 17 et figure 19). En effet, des
augmentations significativement importantes ont r&@&es pour le poids sec de la partie
aérienne des plantes inoculées avec la bactéri® BR2éalisant une augmentation de 116%
comparativement au témoin non inoculé suivie pa8B&t 67.74% données respectivement
par GR70 et PP22. Egalement pour la matiere séeHa partie racinaire, la stimulation de
croissance racinaire la plus élevée a été notéelpsiplantes inoculées avec GR70, PR29,
GR1, GP70 et PP22 et qui dépassent 100% par ragptémoin négatif (Figure 18).

Figure 18 : Effet de I'inoculation sur le développement desf#a du riz.
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Figure 19: Rendement en matiére séche de la partie aéretmaeinaire du riz inoculé avec
les seize bactéries retenues aprés quatre sendaimesissance en pot.

Concernant les isolats de hirsitus la souche Lh10 a été la plus efficiente conceriem
trois parametres évalués, en comparaison avecrdés dutres souches. Cependant, les
stimulations obtenues ont été modérées par rappaiémoin positif ou au reste des souches
(Tableau 17 et figure 19).

BN

Tenant compte du témoin positif (C+), une difféenmon significative a un seuil de
probabilité de 5% a été obtenue avec certaine®iest telles que la souche PR66 pour la
longueur aérienne, les souches PP22, GP70, GRR&D @Gour la matiére séche de la partie
aérienne, et la souche Lh10 et Lh5 pour le rendemematiere seche de la partie racinaire
(Tableau 17 et Figure 19). En outre, on a eu deaukdtions significativement plus élevées
gue le témoin positif comme le cas du rendemerngagtis sec des racines inoculées avec les
bactéries GR70, PR29, GR1, PP22 et GP70 (Tablea Eigure 19). De méme pour la
partie aérienne, précisément en présence de larlzaPR29.

Tandis que certaines bactéries ont manifesté uet eféutre vis-a-vis des plantes en
comparaison avec le témoin non inoculé. En effarmp les souches dont I'inoculation
n'avait pas donné des résultats significativemeasitiis concernant la longueur aérienne, on
trouve les deux bactéries PP7 et PP17, et condelaanatiére séche aérienne, la bactérie
PR66 (Tableau 17 ; Figure 17 etl19). Sachant quetroes bactéries ont été isolées de la
rhizosphere de la méme variété du riz (Puntalgsetiuraient di étre moins stressées dans le

nouveau biotope.
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Cependant, quelques souches ont montré une dilmmati effet délétére concernant les trois
parameétres étudiés en comparaison avec le témoinmuzulé, telles que GR55 et GR18
(Tableau 17 ; Figure 17 et 19).

Ainsi, le test d'inoculation du riz en pot a mis@&vidence l'importance de certaines bactéries
rhizosphériques qui peuvent stimuler la croissateeette céréale. Et la stimulation obtenue
suite a I'inoculation avec ces bactéries a dépesidegissue en présence de P soluble (contréle
positif) comme le cas de la souche PR29 qui &éabliche la plus performante, suivie par les
3 bactéries PP22, GR70 et GP70, qui ont donnéésedtaits plus proches. Ainsi, afin de trier

entre ces 3 bactéries, on a procédé au 2eme irestdlation.

6.1.2. Deuxieme inoculation : les trois meilleures souchdmctériennes

Parmi les bactéries testées, la souche PR29 @&faliis efficiente vu la stimulation importante
obtenue des différents paramétres de croissanceizdiévalués pendant le®"1test

d’inoculation, suivie par les trois bactéries, PRAR70 et GP70.

Comme leurs résultats ont été proches, on a effectu2™ test d'inoculation mais en
augmentant I'effectif de répétitions afin d’en tries deux souches les plus performantes,

pour les utiliser par la suite, avec la souche RaAs I'essai d’inoculation dans le champ.

D’aprés les résultats obtenus et présentés datebleau 18, on a remarqué que les trois
souches, PP22, GR70 et GP 70 ont un effet stimurlatgnificatif sur les trois paramétres.

Tableau 18: Longueur aérienne et rendement en matiere séchia gartie aérienne et
racinaire du riz inoculé avec les trois souchesspguatre semaines de croissance en pot.

Souches Longueur aérienne Matiere séche Matiere seche

(cm) aérienne (g/pot) racinaire (g/pot)
GP70 27.78 c 0.49b 0.32b
PP22 26.04 bc 0.49Db 0.41c
GR70 27.48 c 0.59c 0.38 c
Mélange 26.48 bc 0.51Db 0.37c
C+ 25.04 b 0.54 bc 0.28 b
C- 13.27 a 0.34 a 0.19 a

Les moyennes de méme colonne suivies de méme Iattreont pas significativement
différentes a un seuil de signification de 5%.
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La stimulation la plus élevée de longueur aérieang&té obtenue surtout pour les plantes
inoculées avec les deux souches GR70 et GP70 @abh&; Figure 20).

35
30

25 -
EZO—
215
10
! i
0_ T T T T T
C- C+

GP70 PP22 GR70 M

Longueur aérienne

Figure 20 : Longueur de la partie aérienne des plantes inogswd@ec les trois bactéries et le
mélange apres quatre semaines de croissance en pot.

En plus, la matiére seche de cette partie a augniEn?74% en présence de la souche GR70
(Tableau 18 ; Figure 20). Quant a la matiére seélgseracines, la meilleure stimulation a été
obtenue suite a l'inoculation avec les souches GR7PP22 avec des valeurs 100 et 116%

respectivement en comparaison avec le témoin ri¢gatleau 18 ; Figure 21).

m MS aérienne (g/pot)

B MS racinaire (g/pot)

GP70 Pp22 GR70 M C- C+

Figure 21 : Rendement en matiére seche de la partie aériemaeiedire du riz inoculé avec
les trois bactéries et le mélange aprés quatreisemde croissance en pot.

Quant au mélange de bactéries, on a remarqué tiippal’un effet synergique stimulant des

trois souches vis-a-vis des trois parametres ésate effet, les résultats (tableaul8 et figure
20) obtenu pour la longueur aérienne sont sigatiiement élevés par rapport au controle
négatif et du méme ordre que les autres traitem@rableaul8). Pour la matiére séche
aérienne les résultats sont similaires a ceux d&sants isolats sauf pour la souche GR70

87



Chapitre Il : Résultats

qui présente une valeur significativement élevégq@/pot).Cependant, seule GP70 a montré
une valeur significativement faible (0.32 g/potupta matiere seche racinaire (Tableaul8 et
Figure 21).

En conclusion, les souches qui ont montré une batineulation de croissance du riz par
rapport au control négatif, sont les deux bactéR&€22 et GR70. Ainsi, pour le test
d’inoculation dans le champ, on a choisi les tsmaches : PR29, GR70 et PP22, et aussi la
souche ER76 vu son pourvoir important de solultibtsade phosphate dans le milieu PVK
liquide (Tableau 13).

6.2.Dans le champ

6.2.1. Isolement et sélection des BSP

Un mois aprés la 1lére inoculation de la parcellpéermentale, des plantes du riz ont été

récoltées et transportées au laboratoire afin ldlistes rhizobactéries a partir du sol
rhizosphérique (Figure 22).

Figure 22: Parcelle expérimentale au semis (& gauche) etais apres l'inoculation avec les
quatre bactéries les plus efficientes (a droite).
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Suite a l'isolement et purification des rhizobaggrayant une morphologie (la forme, la

coloration et la taille de colonies) identique ajuatre bactéries utilisées dans l'inoculation,

un total de 17 isolats a été obtenu. En se basata saractérisation phénotypique des quatre
bactéries utilisées dans I'inoculation du champ2ZHPR29, ER76 et GR70, concernant la
solubilisation du phosphate inorganique, on a seues nouvelles bactéries isolées de la
rhizosphere des plantules du riz, cultivé dan$emp, a un test qualitatif de solubilisation de
P. Les résultats de solubilisation de phosphateyamque sont illustrés dans le tableau 19.

Tableau 19: Test qualitatif de solubilisation de P inorgaréqdes isolats rhizosphériques
issus du champ un mois apres I'inoculation.

Isolats PVK modifié NBRIP
Caz(POy) CaHPO,
1 - - -
2 - - -
3 - - -
4 - - -
5 - - -
6 - - -
7 - - -
8 - - -
9 + + +
10 - - -
11 + + +
12 - - -
13 - - -
14 - - -
15 + + +
16 + + +
17 - - -

6.2.2. Comparaison des profils BOX-PCR

Suite au test qualitatif de solubilisation de P,aotmié les quatre isolats, 9, 11, 15 et 16 pour
l'identification moléculaire afin de les comparerea les quatre souches utilisées comme
inocula. Pour identifier les nouvelles BSP, I'ARNS quatre nouvelles bactéries a été extrait
et amplifié en utilisant 'amorce BOXA1R. Les diféits profils obtenus sont présentés sur la
figure 23.
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Marqueur
Isolat9 Isolat 11 Isolat15 Isolat 16 PP22 ET76 PR29 GRT0

. i

Figure 23 : Gel d’agarose montrant I'empreinte génomique BGCRP

Les profils obtenus (Figure 23) montrent une divérgyénétigue entre les bactéries
nouvellement isolées du sol rhizosphérique issahdump et celles des bactéries utilisées dans
le test d’'inoculation de cette parcelle expérimientainsi, les isolats 9, 11, 15 et 16 sont
différents des isolats PP22, ER76, PR29 et GR70g@econfirme l'absence de quatre
bactéries introduites dans le prélevement analgs#dveau biotope, le champ.

6.2.3. Evaluation d’effet d’inoculation du riz avec les quatre bactéries retenues

Apres la récolte du riz (3 mois de croissanceprtauction ainsi que la qualité du produit ont
ete évalués. Le tableau 20 présente les résulbédsus concernant les différents parametres

évalués.

Tableau 20 : Différents parametres évalués suite a la récoltaiziiapres trois mois de
croissance.

Graines Graines Graines

Production \ . . Impureté
(Kg/ha) entieres Brisées  tachées %
% % %

Controle 11686 60 7 0.5 1
(urée)
Inoculant
combiné (PR29,
PP22, GR70 et 8166 68 5 0.36 0.4
ER76)
Ecologique 7650 66.2 5.8 0.48 0.7
(compost)
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La production la plus élevée a été obtenue dapareelle contréle, fertilisée avec I'urée. Or
et en comparaison avec la parcelle écologiquerddugtion obtenue dans la parcelle inoculée
avec les quatre bactéries retenues a été plusedlievé.74% (Tableau 20).

En outre, la qualité du produit du riz inoculé aVewculant combiné (PR29, PP22, GR70 et
ER76) a été la plus estimée en comparaison avetelesautres parcelles. En effet, la valeur
des graines entiéres ont été plus élevées dansdeipissu de la parcelle inoculée avec les
bactéries testées comparativement aux deux auareglies, le control et I'écologique, en
donnant une valeur de 68% (Tableau 20). En plsgyiaines brisées ou tachées ont été moins
abondantes dans le produit de la parcelle inocaléecomparaison avec le control et la

parcelle écologique (Tableau 20).

De point de vue économique et en se basant sumfasetés qui accompagnent le produit
apres la récolte, on a observé que le produitdsstiz inoculé avec les quatre bactéries, a été
le plus « propre ». Ce qui affectera positivementaut de production, et indirectement le

prix de vente en faveur du client.
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Le phosphore (P) est I'un des éléments majeurs [aoaroissance des plantes. Cependant,
c’est un facteur limitant pour plusieurs produitsy la majorité des sols consacrés pour
I'agriculture renferment des quantités importarnted® sous forme insoluble. En plus, presque
75-90% de P soluble apporté sous la forme deigenils chimiques est précipité par les
cations métalliques dans le sol (Stevenson, 1986)capacité de certaines rhizobactéries a
solubiliser le P inorganique précipité dans le able rendre assimilable pour les plantes
représente une approche tres prometteuse pourcsendé disponibilité du P dans le sol tout
en minimisant les apports des fertilisants phosgghgiardant ainsi I'environnement intact.
Dans la majorité des sols marocains qui sont disscadcaires, le P est précipité sous forme
PCa d’ou l'importance de nous intéresser aux migaasmes capables de solubiliser le
phosphate calcique.

Notre hypothése de recherche adoptée pour cettde étu consisté a vérifier si les
légumineuses naturelles ainsi que le riz abritansdeur rhizosphéere des bactéries dissolvant
le P inorganique qui sont caractérisées par dgwiptés phytobénéfiques, des activités PGP,
et qui peuvent stimuler la croissance du riz. Rarifier cette hypothese, nous avons isolé
des rhizobactéries a partir de huit legumineusaselées du nord marocain et a partir du riz

cultivé dans la région de Larache, au Nord-Oues¥ldroc.

1. ISOLEMENT ET SELECTION DES BACTERIES SOLUBILISANT L E P (BSP)

Dans la rhizosphere, les exsudats racinaires remies® une source d'énergie pour la
microflore rhizosphérique. En conséquence, I'atdivnicrobienne est tres intense dans la
rhizosphere en comparaison avec le sol non rhiZogpre (Brimecombe, 2001), et dont les
bactéries sont les microorganismes les plus abdsd&ertaines de ces rhizobactéries,
identifiees comme des PGPR, exercent des effeiifpasgnificatifs sur la croissance et le

développement de la plante grace aux plusieuryitésti phytobénéfiques telles que la
solubilisation de phosphate inorganique.

En effet, plusieurs études au cours de ces desni@n@ées ont rapporté la capacité de
certaines rhizobactéries a dissoudre le P inorgan{Beixet al, 2001 ; Chunget al, 2005 ;
Prasanna&t al, 2011 ; Muleteet al, 2013), et d’ou leur appellation « bactéries sitikdmt le
phosphate » BSP (Péret al, 2007). Ces BSP sont plus abondantes au niveala de
rhizosphére que dans le sol non rhizosphérique réseptant un taux de 1 a 50% de la

microflore rhizosphérique face a 0.1 - 0.5% p@s ¢hampignons solubilisant le P (Clatn
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al., 2006). En plus, il a été rapporté que les BSP slois efficientes concernant cette activité
de solubilisation que les champignons (Patyal, 2001 ; Alamet al, 2002 ; Oliveira e#l.,
2009 ; Kumaret al, 2012). En conséquence, pendant notre étude eshiatéressé plus aux
bactéries qui colonisent la rhizosphére des plagtéaux champignons. En plus c’est la
premiere étude au Maroc a notre connaissance, amte’isolement des BSP existant au
niveau de la rhizosphére du riz. Sachant que daldquipes marocaines s’'intéressent aussi a
la biosolubilisation du phosphate inorganique,@itrhaturel, comme c’est le cas de Hamdali
et al. (2008a; 2008b), en isolant les Actinomycetes &tirpa@les mines phosphatées

marocaines.

Suite au test qualitatif de solubilisation de;@&), dans le milieu PVK solide, 392 BSP ont
été obtenues sur 701 bactéries issues de la rhiegmsmles légumineuses naturelles et des
différentes variétés du riz cultivées au Nord-owkstMaroc montrant I'abondance de cette
population au niveau de la rhizosphére. De mémdetdat al. (2013) ont rapporté que sur
plus de 72% des bactéries associees a la rhizespécafé Coffea arabica ont été des
BSP.

En plus et selon les diametres des halos de sslatiidn obtenus dans les boites contenant le
milieu PVK, on a trouvé que les souches isoléela dkizosphére du riz ont donné des halos
plus importants que celles issues des légumineataselles.

Vu la grande importance des souches appartenajgraePseudomonapour leurs effets a la
fois fertilisant et protecteur (Gull & Hafeez, 201Ramyasmruthiet al, 2012), on s’est
intéressé aussi a I'isolement des bactéries apzanté ce genre. La majorité des BSP isolées
dans cette étude appartient au gdPseudomonagscar on a trouvé que certaines bactéries
isolées sur le milieu TSA ont été identifiees maséquencage du géne 16S d’ADNr comme
desPseudomonaspp. en montrant 'abondance de ce genre au nigdeda rhizosphére du
riz. Similaire a nos résultats, Muleza al. (2013) ont isolé des BSP a partir de la rhizospher
du café, et le®seudomonaspp. ont été les plus dominants présentant undau83.9% des
BSP totales.

On a isolé aussi des souches appartenanErtefobactera partir de la rhizosphére de
légumineuses et du riz. Le troisieme genre obtemadant cette étude c’étaiAkromonasCe
dernier genre a été présent surtout au niveau ddizasphere du riz, et pas celle des

légumineuses naturelles.
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Egalement, deBseudomonaspp. et de&nterobacterspp. ont été parmi les bactéries BSP
isolées de la rhizosphére du riz (Prasastred, 2011) et du I'haricot vert (Kumat al, 2012)
cultivés en Inde. De méme, Muleta al. (2013) ont trouvé que parmi les bactéries BSP
isolées de la rhizosphere du café cultivé en Eibjoples souches appartenant au
Pseudomonast AeromonasCe qui montre I'association de ces bactériesrhitamsphere de
différentes plantes. D’ailleurs, Brimecoméieal (2001) ont souligné I'importance de tous les
facteurs, liés a la plante ou au sol, a affectesolaposition et I'activité de la communauté

microbienne rhizosphérique.

2. EVALUATION DES ACTIVITES A EFFET STIMULANT : BIO-ST IMULATION

2.1.Production d’'AIA

Comme les BSP font partie d'un groupe bactéries fdrtge appelé les PGPR (Plant Growth
Promoting Rhizobacteria), elles peuvent stimulecrtzissance végétale par d’autres activités
phytobénéfiques. La premiere propriété phyto-statride, sur laquelle on s’est basé dans
cette étude pour le tri des isolats bactériend, lataroduction d’AlA. Cette hormone est I'un
des régulateurs qui influencent la physiologie plastes et leur croissance. Et I'AlA est 'une
des auxines physiologiguement les plus active&st ke produit commun de métabolisme du
tryptophane par plusieurs PGPR (Ahnedcl, 2005 ; Josepét al, 2007).

Sur les 25 rhizobactéries retenues, onze isolatet@npositifs concernant le test qualitatif
d’AlA. De méme, plusieurs travaux ont rapporté lapacité des bactéries isolées de
différentes rhizosphéres a produire cette hormBag¢t€n et Glick, 2002 ; Josephal, 2007 ;
Ahmad et al, 2008). Selon le séquencage d’ADN 16S, toutesstagches AIA positives
appartiennent au genkmterobacteret Aeromonasalors qu’aucune souchirseudomonagr’a

été capable de produire I'AIA dans le milieu sol{d&A enrichi de tryptophane).

Vu la sensibilité des racines vis-a-vis de la conegion de I'AIA, on a dosé cette
phytohormone produite par les vingt bactéries regenlLes concentrations produites ont éte
significativement différentes, et comprises ente86 mg/l et 0.68 mg/l. Les deux souches
PR66 et PR29 ont été celles qui ont synthétisélles fortes concentrations, tandis que les
souches ER77, ER66 et ER76 ont produit des quantés faibles d’AlA.
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En plus, et selon le test quantitatif d’AlA, toussIPseudomonaspp. produisent cette
hormone en donnant différentes concentrations. &gt en accord avec plusieurs travaux
gui ont rapporté la capacité des souchefPskudomonaa produire cette phytohormone, et
méme a des concentrations tres importantes (P&tt&iick, 2002 ; Joseptet al, 2007 ;
Ahmadet al, 2008).

2.2.Détection de l'activité ACC désaminase

L’activité enzymatique ACC désaminase a été rettsraussi chez les isolats retenus (25
bactéries). Cet enzyme joue un role primordialginsant sur I'équilibre phytohormonal de la
plante (AlA/Ethylene) (Glicket al, 2007b). Elle hydrolyse I'ACC, le précurseur d@ene

qui inhibe I'élongation des racines, en favorisainsi le développement racinaire (Penrose &
Glick, 2003).

Cette enzyme n’a été détectée que chez la souche(Hiterobacter ludwig)i, issue de
Lupinus hirsitus.Quant aux isolats issus du r&,part la bactérie EP15, toutes les souches
isolées en particulier de la rhizosphere de vaidi® ont été capables d’hydrolyser 'ACC.
En plus, elles appartiennent toutesRaeudomonasDe méme, Penrose et Glick (2003) ont
isolé sept bactéries issues de différentes rhizosghdont quatre ont été identifiees comme
Enterobacter cloacgedeux isolats comm&seudomonas putidat une bactérie comme
Pseudomonas fluorescenbBoutes ces bactéries ont été capables d’hydmoRSEC et de
promouvoir la germination de canola, et son déymopent racinaire (Penrose & Glick,
2003). Egalement, Gravet al (2007) ont rapporté la présence de cette enzyme ane
souchePseudomonas putida@olée de la rhizosphere de tomate. Tandis quiaices trois
bactéries PR29, PR66 et GR70, identifiées corAsremonasn’a pu dégrader 'ACC.
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3. EVALUATION DES AUTRES ACTIVITES A EFFET FERTILISANT

BIOFERTILISATION

3.1. Disponibilité de l'azote pour la plante: Fixation libre d'azote et
dégradation de l'urée

Parmi les processus bactériens dont les BSP peawsgitorer la croissance végétale, on cite
la promotion de la nutrition azotée par la fixatiiore d’azote atmosphérique ou par la
dégradation des formes d’azote organique. De cetteiere, ces « biofertilisants » peuvent

augmenter le rendement cultural.

Au niveau de la rhizosphére, il existe plusieutigabactéries qui sont capables de fournir la
source d’azote pour la plante (Benedatial, 2008 ; Shridhar, 2012). Cependant, aucune
souche des isolats étudiés dans ce travail, n'aa@péble de fixer 'azote atmosphérique,

montrant que ces rhizobactéries retenues ne disppas de I'enzyme nitrogénase.

Quant a l'urée, I'un des apports azotés utiliséssda fertilisation des sols agricoles, il figure
parmi les formes organiques que les plantes pelwalsdrber directement du sol sans passer
par la minéralisation microbienne (Bardgett, 20@uf que cette absorption est beaucoup
moins facile. Et d’ailleurs, certaines rhizobaasrau niveau du sol sont capables de convertir
'urée en ammoniac, en facilitant ainsi son absaecbapar les racines. Effectivement, les
isolats issus de. hirsitusont été les plus efficaces concernant la dég@adatiurée. Tandis
gue le reste des souches se sont montrées incsjoitiyerolyser ce substrat, ce qui démontre

'absence d’enzyme uréase.

3.2. Disponibilité du phosphore

3.2.1. Solubilisation des autres sources de P inorganique

On a évalué chez les vingt cinq isolats la capadéésolubiliser d’autres sources de P
inorganique. Alors on a substitué les(F0y), par CaHO,3P; et CaHPQ comme seule source
de P en gardant le méme milieu de base, le milikavBkaya (PVK). Selon les résultats
obtenus, a part les deux bactéries, ER66 et GRifled les bactéries se sont montrées
capables de solubiliser le phosphore de naturégoalcDe méme, plusieurs travaux ont isolé

des rhizobactéries qui ont dissout d’autres soutes a part le GEOy),, telles que
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CaHPQ, CaHO13P; et le phosphate naturel (Senhal, 2006 ; Hamdalet al.,2008a ; Chang
et al, 2009 ; Muletaet al.,2013)

Comme dans les sols acides, les ions phosphatesapishement précipités par les cations du
sol, FE* et AP* en donnant des complexes insolubles, on a évaksi ehez les isolats testés
le pouvoir de solubilisation de phosphate ferrigt@luminique. Selon les résultats obtenus,
les bactéries ont été toutes incapables de dissamadr deux sources du P. Ces résultats sont
en accord avec ceux présenté par Chang et Yan@)200ont isolé des souches capables de
dissoudre le G#P(Oy),, tandis gqu’elles n'ont pas donné des halos debgidation dans le
milieu contenant FePCet AIPQ; comme seule source de P. Des résultats similaitegté
rapportés par Pérez al. (2007) et Oliveiraet al. (2009)

En plus, Soret al. (2006) ont obtenu des concentrations significatiest importantes de P
solubilisé patP. agglomeran®k-42 quand le substrat phosphaté été Ig€Rt),, CaHPQ et
CaHO.3P; en comparaison avec celles obtenues suite adaldi®on de FePQOet I'AIPO,.
De méme, Sagervansgi al. (2012) ont confirmé que le substrat phosphatdus golubilisé
par des bactéries issues des sols culturaux aciéesit le Ca(POy)..

L’absence du pouvoir solubilisateur des souchetuéea vis-a-vis de phosphate ferrique et
aluminique pourrait étre expliqué par I'inadaptaties protocoles utilisés pour I'évaluation
de la biosolubilisation de ces deux sources mieéréPérezt al, 2007). En plus, la toxicité
des ions F& et AP peuvent avoir un effet inhibiteur sur I'activisélubilisatrices de ces

bactéries.

Quand on a changé le milieu de base PVK par d'autrideux utilisés dans la sélection des
MSP, le milieu NBRIP et YEP contenant le phosphatalcique comme source de P, on a
remarqué que le comportement des bactéries afédeedt. En effet, certains isolats n’ont pas
donné des halos de solubilisation qui, auparavaaieat été isolés sur ce critéere en utilisant
un milieu de base PVK. En plus, la préférence gpétg le milieu NBRIP que le milieu YED-
P.

Des résultats similaires ont été rapportés partara@t Sukla (2005) en évaluant la capacité
de solubilisation de phosphate tricalcique dansmieu liquide chez deux souches de
champignonsAspergillussp. etPenicilliumsp., issus de la rhizosphere du riz. lls ont testé
différents milieux de base utilisés pour la sétettdes BSP, PVK (Pikovskaya, 1948),
NBRIP (Nautiyal, 1999), AYG (Haldeet al, 1991) et deux autres milieux préparés selon
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Kim et al. (1997) et Vassileet al. (1998). Les concentrations obtenues de P solélpks les
deux champignons ont été différentes selon lesemilide culture (Pradhan & Sukla, 2005).
De méme, Sagervanséti al. (2012) ont rapporté que la solubilisation du P érah par des
bactéries issues des sols acides, a été plus amportlans le milieu PVK en comparaison

avec les autres milieux utilisés, AYG, NBRIY et NBR

Ce qui montre lintervention de certains composateés milieux de culture ainsi que les
concentrations dans le processus de biosolubdisatu P minéral. Et d'ailleurs, Saat al.
(2006) ont démontré dans leur travail 'importamieela concentration de certains composés
du milieu de culture, en patrticulier les sels esdarce d’azote, dans la biosolubilisation du P
inorganique. Ainsi, la biosolubilisation de P inanigue dépend de plusieurs facteurs,

nutritionnels ou physiologiques ainsi que les ctods de culture.

3.2.2. Dosage du P solubilisé

Les vingt souches ont été soumises au test quintila solubilisation de phosphate
tricalcique afin de quantifier cette activité. Lamncentrations de P solubilisé les plus élevées
sont données par les bactéries appartenatsaudomonad’un des genres bactériens qui
renferment les BSP les plus puissantes (RodrigueBil8la, 1999). Les autres espéces
identifiées commeAeromonasspp. etEnterobacterspp. sont rapportés aussi comme des
solubilisatrices du P inorganique (Soegal., 2001 ; Chunget al, 2005 ; Shoebitzt al,
2009 ; Muleteet al, 2013).

En plus, on a trouvé une corrélation négative detivité solubilisatrice entre le milieu PVK
solide et liquide. Sauf que cette relation enteeHalos de solubilisation et les concentrations
de P solubilisé n’est pas significative (r = -0.66> 0.10). Ce qui montre I'importance des
deux tests de biosolubilisation du P, qualitatifeantitatif, dans la sélection des BSP.

En accord avec ce résultat, Alagh al. (2002) n'ont pas obtenu une corrélation positive
significative entre la concentration de P solubilé partir du phosphate tricalcique et le
diameétre d’halo de solubilisation. De méme, Pé&teal. (2007) ont rapporté la capacité de
certaines bactéries a dissoudre FgROAIPQ, dans le milieu liquide alors gu’elles n’ont

donné aucun halo de solubilisation dans les bakesermant les mémes sources de P

inorganique.
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De plus, Chang et Yang (2009) ont confirmé I'absede corrélation entre les résultats
obtenus dans le test qualitatif et quantitatif deulsilisation de P inorganique. En plus, la
soucheBacillus smithiiF18 a donné de petits halos, alors qu’elle étgiable de solubiliser

cing différents substrats du P minéral dans leemiliquide (Chang & Yang, 2009).

Contrairement a tout ces résultats, Muletaal. (2013) ont trouvé une forte corrélation
positive significative entre I'indice de solubiligan et la concentration de P solubilisé par des
BSP issues de la rhizosphere du café.

Un abaissement du pH a été noté au cours de laiksdtion de P dans le milieu liquide en
comparaison avec le pH du milieu non inoculé (téhaiyant un pH 6.72. Cette acidification
est arrivée jusqu’a 4.3 en présence de GR1. Uab@issement du pH a été rapporté par la
majorité des travaux traitant la biosolubilisataunP inorganique (Chest al, 2006 ; Péreet

al., 2007 ; Chang et Yang, 2009 ; Oliveatal, 2009 ; Sagervansht al, 2012), soit par les
bactéries ou les champignons (Alairal, 2002).

Une corrélation négative significative a été traanentre le pH et la concentration du P
solubilisé (r = -0.68, p < 0.01). De méme, une @ation négative entre la quantité de P
solubilisé et le pH du milieu de culture a été k@ par nombreux chercheurs, comme Alam
et al. (2002) (r = -0.57, p < 0.05), Babana (2003) (076, p < 0.001) et Cheat al (2006) (r

= -0.80, p < 0.01). De ce fait, cette relation #igative inversée entre le pH et la
concentration de P solubilisé indique I'importande I'acidification du milieu dans la
biosolubilisation de G&#P(O,), pendant cette étude.

Selon la littérature, cet abaissement du pH esté&cagsentiellement par les acides organiques
produits par les BSP montrant le role significdgf ces composés dans la solubilisation de P
inorganique notamment calcique (Sehal, 2006 ; Cheret al, 2006 ; Péreet al, 2007). Et
d’ailleurs, Kinget al. (2002) ont obtenu une corrélation entre la comaéioh d’acide citrique
produit et le P solubilisé plus forte que celle evite entre le pH et le P solubilisé.
Effectivement, le groupement carboxyle chélatedasons, en particulier Ca, attachés au
phosphate en libérant ainsi le P. De méme, unéletion positive a été obtenue par Kaatg

al. (2008) entre la concentration de citrate et laceatration de P solubilisé pAspergillus

sp PS-104 a partir de phosphate naturel.

Parmi les acides organiques les plus produits penlkda biosolubilisation de phosphate
tricalcique, on trouve l'acide citrique, I'acideugbnique, l'acide ketogluconique, I'acide
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lactique, I'acide succinique, I'acide formique ‘ecide propionique (Liret al, 2006 ; Cheret
al., 2006 ; Péreet al, 2007 ; Sagervansht al, 2012 ; Muletaet al, 2013).

Cependant, Cheet al. (2006) ont rapporté la biosolubilisation du phagphtricalcique dans
le milieu liqguide en absence de toute productiacidie organique. En plus, certaines études
ont démontré I'absence d’une corrélation signifientre la concentration du P solubilisé et

la concentration des acides organique produitsndial, 2002 ; Muletaet al, 2013).

En outre, il a été rapporté par Rodriguez et Frd@®9) qu’a part les acides organiques
produits, certains composés a pouvoir chélateuvgrguintervenir dans le processus de
solubilisation. Ainsi, Hamdaliet al. (2008a; 2012) ont affirmé la participation des
sidérophores dans la solubilisation de phosphateirela En outre, ils ont noté une
alcalinisation au cours de la solubilisation den&ganique et absence des acides organiques
dans le milieu de culture en présence des Actinetegc Ainsi, le processus de solubilisation
du P inorganique par les microorganismes est unghéne trés compliqué, et qui est affecté
par plusieurs facteurs (type de microorganismesyraas impliquées dans la solubilisation du
P...).

4. EVALUATION DES ACTIVITES A EFFET PROTECTEUR : BIO-C ONTROLE

En plus de la fertilisation ou la stimulation dectaissance végétale, il a été rapporté que les
PGPR peuvent regrouper des antagonistes trés ptassantre un large spectre des agents
phytopathogénes, surtout certaines souches appatieau genrBseudomonatelles queP.

fluorescengRaaijmakerst al.,2002 ; Rajkumaet al, 2008).

4.1.Production d’'HCN

La production de I'HCN est considérée comme I'us daractéres phytobénifiques indirects,
car ce composé volatil produit par plusieurs rhaéries peut inhiber les microorganismes
phytopathogénes assurant ainsi le biocontréle deldate (Brimecombest al, 2001). La
production de ce métabolite secondaire par le®baictéries phytobénéfiques a été rapportée

par plusieurs travaux (Bakket al, 2007).
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Concernant les isolats obtenus, toutes les soughemt été capables de produire 'HCN sont
des bactéries du genseudomonassolées soit de la rhizosphére du riz, variétat&uElio
ou Guadiamar. Alors qu’aucune souchErtterobacterou Aeromonasi’a synthétisé ce gaz.

De résultats identiques ont été obtenus par Ahehadl (2008) qu’ont isolé des rhizobactéries
appartenant a différents genres tels Agwtobacter, Mesorhizobium, Bacillugt
PseudomonaslLa production de I'HCN a été spécifique pour $esiches déseudomonas
suivies par celles dBacillus En plus, Noori & Saud (2012) ont obtenu des sesch partir

de la rhizosphére du riz, et qui ont été toutes HOBItives. En plus, toutes ces bactéries ont

ete identifites comme d@seudomonaspp.

Contrairement a ces résultats, les bactéries obsepar Josepht al. (2007) a partir de la
rhizosphere de pois chiche, et qui ont été idémficomméseudomonaspp. ont été toutes

incapables de produire I'HCN.

4.2.Production des sidérophores

Les sidérophores sont des molécules d’une grarfifgt@faux ions du fer (Pd). Et la
production de ces molécules par les rhizobact@&sesun des caracteres PGP qui peut jouer
un réle direct dans la lutte biologique en diminuda disponibilité de fer pour les
phytopathogenes dans la rhizospheére et le rendsevialable pour la bactérie bénéfique et/ou
pour la plante (Beneduat al, 2008), ou indirecte en induisant une résistaystémique
pour la plante (Hofte & Bakker, 2007).

Suite au test universel proposé par Schwyn et N#sla(1997) pour la détection des
sidérophores en utilisant un milieu appauvri en l@emajorité des vingt cing isolats retenus
ont donné des halos de coloration orange danslieun€AS confirmant la captation du fer

par les sidérophores produits dans le milieu.

En outre, toutes les bactéries identifiees corRseudomonasnt été capables de produire les
sidérophores. Tandis gu’aucune bactérie de la spizére dd.. hirsitus n'’a montré cette

activité.

De méme, Teranet al. (2002) ont isolé des rhizobactéries a partir denlaosphere d’'une
autre graminée, l'orge, capables de produire deggdhores dans des conditions limitées en

fer, en particulier la pyocheline. Et ces souchmsadiennent toutes a I'espééefluorescens
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Des résultats similaires ont été obtenus par Joseph (2007) qui ont rapporté la capacité
des rhizobactéries de produire des sidérophoraslagsesouches de@seudomonasomme les
productrices les plus puissantes.

Nos résultats s’accordent aussi avec ceux rapppaeésdloori & Saud (2012) qui ont trouvé
gue tous le®seudomonaspp. isolés de la rhizosphére du riz ont été depate produire les
sidérophores. Et d’ailleurs, Haas & Défago (200%) aétaillé I'efficience de®seudomonas

spp., en particulier leB. fluorescensa produire des sidérophores a grande affinité leofer.

4 3. Production d’AHL

Afin de réguler certains processus cellulaires €in de toute la population bactérienne, les
bactéries communiquent entre elles par des sigddfusables. Le phénoméne est appelé le
« quorum sensing ». Les molécules intervenant ttaeemmunication moléculaire entre les
bactéries a Gram négatif, sont les N-acyl-L-honmoselactones (AHLs). Effectivement, la

majorité des bactéries testées ont été capableodaire 'AHL.

En plus, les bactéries identifiées comAsaudomonaprésentent la portion la plus importante
des isolats produisant 'AHLs. Et d’ailleurs, i&& rapporté que la plupart des rhizobactéries
Gram négatives impliguées dans I'ISR des plantepardipnnent surtout au genre
Pseudomonasauquel nombreuses métabolites appelés des teéte» ont été découverts et

qui déclenchent cette résistance végétale (Badkalr, 2007 ; Jourdaat al, 2008).

Cet effet éliciteur des AHLs a été confirmé avaat pétude menée par Schuheggeral
(2006). Les AHLs produits paerratia liquefaciendMG1 et Pseudomonas putidisoF ont
été capables de stimuler le phénomeéne de « laa@sessystémique induite », ou ISR, chez la

tomate contre le champignon pathog@iternaria alternata(Schuheggeet al, 2006).

4.4. Antagonisme

4.4.1. Contre les bactéries phytopathogénes

La production des molécules ayant des effets antsigo vis-a-vis des microorganismes
phytopathogénes du sol, joue un réle trés impordant la lutte biologique (Rameshal,
2009 ; Ramyasmrutlgt al.,2012).
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Les résultats du test d’antagonisme effectué cdesdactéries phytopathogénes montrent
gue des zones d'inhibition ont été formées a l'erdge des bactéries testées. Ces zones de
différents diameétres confirment la production dedssances toxiques ou lytiques. Ces
meétabolites permettent aux bactéries antagonistesveau de la rhizosphére de coloniser

fortement I'espace rhizosphérique.

L'importance des zones d'inhibition a été notéet@uren présence des souches PP16 et
ER77, et qui sont identifiées comnieseudomonas proteolyticat Pseudomonas lini
respectivement, en confirmant la grande efficiedee ce genre dans [linhibition et la

suppression des phytopathogénes.

D’ailleurs, nombreuses espécesREmudomonasent été utilisées avec succes dans le controle
biologique contre plusieurs phytopathogenes (Ant&uPrévost, 2005 ; Bakkest al,2007 ;
Hofte & Bakker, 2007).

by

Il est possible que l'effet répressif observé shiit notamment a la production a certaines
concentrations de 'HCN et des sidérophores ou & interaction synergique de ces deux
composés avec d’autres métabolites non évaluésapendtte présente étude. Car certaines
souches ont ces deux activités PGP et méme degexctiydrolytiques, alors qu’elles n’ont

pas montré une forte inhibition des bactéries ptatimogenes.

4.4.2. Contre les champignons phytopathogénes

Quant aux résultats obtenus concernant l'inhibitis champignons phytopathogénes, les
bactéries antagonistes ont réagi selon deux motsiah ; inhibition de contact ou a
distance. Ce qui montre lintervention des modd&dints dans I'antagonisme contre les

champignons phytopathogéenes.

En effet, l'inhibition & distance pourrait étre as=e par la sécrétion des métabolites a effets
antifongiques, solubles ou volatiles. Selon leaultéts obtenus, ce mode d’action a été

observé notamment en présence des isolats isgir éudont la majorité est caractérisée par

la production d’HCN.

Trivedi et al (2008) ont eux aussi démontré la capacité d'onelsePseudomonas corrugata
a inhiber la croissance de deux champignons phiftoganes,Alternaria alternata et
Fusarium oxysporumgrace a des composés volatils plutét que diffesabCependant,
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plusieurs activités phytoprotectrices ont été idiées chez cette souche, telles que la
production des sidérophores, d'acide cyanhydrigiles antibiotiques et des différents
enzymes, et leur effet synergique pourrait étrealiéeffet répressif observé (Trivedt al,
2008).

En plus, les bactéries qui ont montré un effet gonisste pour tous les champignons
phytopathogénes sont toutes des souétsesidomonaspp.. Des résultats identiques ont été
rapportés par plusieurs études qui ont confirmégiande efficacité des souches de
Pseudomonasa inhiber des champignons phytopathogenes tels Rhigoctonia solani
(Rajkumaret al, 2008 ; Gull & Hafeez, 2012)Ryricularia oryzag(Lucaset al, 2009 ; Noori

& Saud, 2012) e€Collectotrichum gleosporidoeGC1 (Ramyasmruthat al, 2012).

Quant a l'inhibition de contact, elle pourrait éassurée principalement par la compétition sur
les nutriments présents dans le milieu de cultGeetype d’inhibition a été noté surtout en
présence des souches obtenug.darsitus En plus, certaines bactéries testées ont magre |
deux types d’inhibition selon I'agent pathogenenome les souches GP70, GR18et Lh5. On
en peut déduire que le mécanisme d’attaque indetz certaines bactéries antagonistes,

différe selon les phytopathogenes.

4.4.3. Enzymes hydrolytiques

Suite au test qualitatif de production des enzyimgdrolytiques extracellulaires, 64% des

isolats étudiés ont au moins une activité hydrglyi La protéase est I'activité la plus

abondante au sein des bactéries testées. De m@&mpepduction des enzymes a fonction
hydrolytique a été identifiée chez les bactéries api montré un effet inhibiteur sur des

agents phytopathogénes, en particulier les charapgyrtelles que la chitinase et la protéase
(Hamdaliet al, 2008b ; Gull & Hafeez, 2012 ; Ramyasmrwghal, 2012).

Cependant, Sindhu & Dadarwal (2001) ont rapport cgs enzymes hydrolytiques ne sont
pas souvent corrélées avec I'inhibition des chanmgmg. Effectivement, dans cette étude, ces
enzymes n'ont pas d’effet antagoniste important cmmtre les bactéries ou les champignons
phytopathogenes. Car, parmi les enzymes hydrolsiqles plus importants dans le
biocontrdle contre les champignons phytopathogeénesouve les chitinases, et les bactéries
produisant cette enzyme dégradent la chitine, hstitoant principal de la paroi fongique, et

l'utiisent comme source d’énergie, provoquant Ringa suppression de I'agent
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phytopathogéene. Néanmoins, certains isolats testést I'enzyme a effet chitinolytique ne
sont pas arrivés a inhiber aucun champignon testéme c’est le cas de deux souches PR66
et PR29.

Ahmad et al (2008) ont isolé des rhizobactéries capableshiber la croissance des
champignons phytopathogénes en absence de pradw#® chitinases par des bactéries
antagonistes. Or, elles ont été capables de pmdiautres métabolites importants pour le

biocontrodle, tels que I'HCN, I'ammoniac et les simghores.

5. EFFET D'INOCULATION DU RIZ AVEC LES BSP

5.1.Inoculation en pot

Le riz est 'une des céréales les plus cultivéesda monde. De nombreux chercheurs ont
rapporté que linoculation du riz avec des bacgrieGPR pouvait augmenter
significativement la hauteur des plantes, les besea racinaires et aériennes et le rendement
en grains (Meunchanet al, 2006 ; Beneduzt al, 2008 ; Khalimiet al, 2012 ; Nget al,
2012). Dans cet essai, le P était le facteur limjteomme le montre clairement la réponse du
riz a la fertilisation phosphatée (contréle pokit@e test d’inoculation du riz en pot a mis en
évidence limportance de certaines bactéries rpizésques qui peuvent stimuler la
croissance de cette céréale. En effet, I'inocutaiwec certaines bactéries sélectionnées a
entrainé des augmentations significatives de diffesxr parameétres étudiés en comparaison
avec le contréle négatif non inoculé. Apres 30gpn a noté des stimulations significatives
de la hauteur des tiges, du rendement en matiéreesdes deux parties aériennes et
racinaires, surtout en présence des souches PRRB),GP22, GR1 et GP70, identifiées
comme degf\eromonaspp. etPseudomonaspp.. En comparaison avec le témoin positif, des
stimulations significatives du rendement en matg&ehe racinaire ont été obtenues avec ces
derniéres souches. Pour la matiere seche aériesule B souche PR29 a montré une

stimulation significative dépassant celle obtenu@mr@sence de P soluble (témoin positif).

Des résultats similaires ont été rapportés par @aknet al. (2006) qui ont obtenu une
productivité significativement améliorée de bettera sucre inoculée avec des PGPR et aussi
une meilleur germination en comparaison avec legorp des fertilisants (azotés et
phosphatés). Les PGPR évaluées consistaient erélamge de bactéries fixatrices d’azote et

des BSP, ce qui indique la possibilité d’interventdes autres parameétres dans la stimulation
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du produit tels que la production des phytohormoB@&sconséquence, cette amélioration de
la croissance du riz obtenue en présence des lehelus efficientes telles que PR29,
PP22 et GR70, pourrait étre due a la productiorlAl’dn combinaison avec la solubilisation

du P minéral.

Dailleurs, des stimulations de croissance desbfites plantes inoculées avec des bactéries
dissolvant le P et productrices d’AlA ont été rap@es par plusieurs travaux. En effet, une
amélioration significative des parameétres de caviss et de la biomasse des racines du blé a
été rapportée en présence des souchégotbbacter chroococcundissolvant le P et
produisant de I'AlA (Kumaet al, 2001). Une augmentation de la croissance dasesaet de

la partie aérienne du riz a été obtenue en présdmda souch@&acillus sp. SVPR30 ayant
plusieurs caracteres PGP comme la solubilisatioP adalcique, forte production d’AlA, de
sidérophores et fixation libre d’azote atmosphéi@gBeneduziet al, 2008). Des résultats
analogues ont été obtenus par Shagiall. (2009) pour I'haricot inoculé avec la souche

Pseudomonas aerugino€MG860, capable de solubiliser le P et de prodigr&AIA.

Bien que I'enzyme ACC désaminase favorise |'élomgatracinaire en hydrolysant le
précurseur d'éthylene, 'ACC (Penrose & Glick, 2)0Rs bactéries ayant cette activité
enzymatique dans cette présente étude, n'ont paslétla croissance du riz, comme c’était
le cas pour les deux souches ER76 et ER77. Ennu@&gsie ces deux souches, on a noté un
effet neutre ou méme délétere, malgré qu’ellestaienfort pouvoir de solubilisation de

phosphate tricalcique dans le milieu liquide.

Ces reésultats pourraient étre expliqués par linsarfice d’activité de I'enzyme ACC

désaminase. Toutefois, Penrose et Glick (2003onfirmé que les microorganismes ayant
différents niveau d’activité enzymatique d’ACC d@&ssase peuvent réagir comme des
PGPR. Et la stimulation de plante par ces PGPR @ A&aminase n’est pas forcément liée

au niveau d’activité enzymatique d’ACC (Penrose i&k; 2003).

On peut déduire que cette enzyme n’est induitedgms des situations stressantes comme il a
éte rapporté dans la littérature (Gliekal. 2007a ; 2007b). Car le seul facteur de stress dans
ce test d’inoculation c’était le manque du P saubdt qui a été surmonté suite a la
solubilisation du phosphate tricalcique par lesxdsauches.

En plus, les souches ER76 et ER77 ont produit idetaconcentrations d’AlA suite au test

guantitatif. Ainsi, la production de I'AIA par lebactéries isolées de la rhizosphere des
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plantes, et souvent associée a leur capacité alstita croissance végétale. Cet effet a été
affrmé par Patten et Glick (2002) qui ont obtenoeustimulation significative de
développement racinaire de plantes du colza etidiitamungo, inoculées avec la soud¢he

putidaGR12-2 productrice de I'AlA en comparaison aveg sutant AlA-déficient.

En conséquence, cette amélioration de la croissalniemue pendant cette étude pourrait étre
due a la combinaison de deux activités phytobénéfiq la production d’AlA et la

solubilisation du P minéral plutét qu’a 'enzyme E@ésaminase.

Dailleurs, Il faut signaler que la bactérie PR28j était la plus performante en présence du
riz, a été isolée de la rhizosphére de la mémeétéaRuntal du riz utilisé dans le pot. Ainsi, on
peut conclure que la réponse des plantes dépetainfent de la concentration d’AlA, ainsi
gue de la souche bactérienne et de son origineleitent (Patten & Glick, 2002 ; Ahmad

al., 2005 ; Gravett al, 2007 ; Beneduzt al, 2008; Shahaét al, 2009).

Alors que certaines bactéries n'ont eu aucun gfeitif pour la croissance du riz, au
contraire, certaines ont montré une inhibition Higative concernant les rendements en
matiére seéche étudié en comparaison avec le centédjatif, tel que GR55, PP7et PP17. Ces
résultats sont en accord avec ceux trouve paritditadl. (2001) qui ont rapporté I'existence
de souches ayant un effet bénéfique, neutre ou nuéhéecre malgré leur caractérisation
vitro pour certaines activités PGP. Cet effet négatifenl#s pourrait étre causé par la
production de métabolites a effet toxique ou irtkilni pour la plante.

En effet, il a été démontré que la rhizosphéreerené des souches ayant un effet délétere sur
la croissance des plantes et leur développemeaniiaist d0 a la production de métabolites
comme des phytotoxines, des hormones, ou a la ddaropéutritionnelle (Nehkt al., 1996 ;
Sturz & Christie, 2003).

Ainsi, aprés la sélection des isolats phytobénélgen se basant sur les tastvitro des
différentes activités phytobénéfiques, un test atiration est obligatoire afin d'évaluer
I'effet de la bactérie en présence de la plante.

En conclusion, suite aux deux tests d’inoculatianrid en pot, on a choisi les trois souches
les plus efficientes, PR29, PP22 et GR70 et unériqo@e souche, ER76 retenue pour sa
capacité d’ACC désaminase et aussi son fort powisolubilisation de P dans le milieu

PVK liquide, pour I'inoculation du riz dans le cham
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5.2.Inoculation au champ

Parmi les nouvelles techniques d’identification éwoilaire les plus pointues, on trouve celles
basées sur I'amplification par la technique de RIeR familles de séquences intergéniques
(Gao et al, 2001). Ces familles regroupent des ségquencedesotgpéetées et hautement
conservées qu’on trouve surtout au sein du génaaddctéries Gram négatives. Parmi ces
familles, on trouve I'élément BOX de 154 pb comppaétrois unités : BoxA, BoxB et BoxC
(Van Belkum & Hermans, 2001). Afin de caractérikes BSP triées de la rhizosphére du riz

cultivé dans le champ, on s’est basé sur la tecenig PCR-BOX.

En effet, pour révéler la diversité génétique d&PBrouvellement isolées, on a amplifié
I'élément BoxA en utilisant I'amorce BoxA1R. Comrae a utilisé pour le test d'inoculation
un mélange de quatre souches ; deux souckhesahonagPR29 et GR70) et deux autres de
PseudomonaéPP22 et ER76), la technigue BOX-PCR nous a pedmidistinguer entre les

souches de méme genre (Lanebal, 2004).

Apres l'extraction d’ADN génomique et I'amplificath de la séquence répétée désignée, les
profils électrophorétiques obtenus aprés la mignatiu produit de la BOX-PCR sur gel

d’agarose, sont caractéristiques pour chaque isalatla conservation de ces séquences
répétitives au sein des populations bactériennesebbasant sur ces difféerents profils BOX,

on a noté que les bactéries utilisées dans l'iraticul de la parcelle et celles isolées du champ
sont génétiquement différentes en confirmant I'absales bactéries-inoculants au niveau de
I'échantillon de la rhizosphére analysé. Il estgide que ces quatre souches introduites

soient endophytes ou éliminées par la microflateehtone.

Nombreuses études ont rapporté que les PGPR, uiteeeda un sol, peuvent initialement
coloniser les racines et I'entourage en arrivanlC&10° UFC/g, mais aprés certaines
semaines, souvent cette densité diminue (Earag, 1995 ; Landat al, 2003). Or, Hameeda
et al. (2008) ont ré-isolé les souches utilisées dansdiilation du maisSerratia marcescens
EB 67 etPseudomonasp. CDB 35. En effet, les deux bactéries stimigiesr du mais ont
survécu au niveau de la rhizosphére de cette eéd@als les conditions de champ méme 96

jours apres le semis malgré gu’elles ont des agyaifférentes (Hameeaaal, 2008).

De méme, Khalimet al. (2012) ont rapporté que 30 jours apres le semidehsité des deux
souchesPantoea agglomeranBj et Bs, dans la rhizosphere du riz dont lesngsaiont été

inoculées avec ces deux bactéries, a atteint 204#t12.47*16 UFC/g respectivement. Ces
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souches ont été obtenues de la rhizosphere d’'deadtti elles se sont adaptées avec la

rhizosphere du riz en favorisant la croissancealelle plante héte (Khalingt al, 2012).

Cependant, les résultats acquis dans la parcelieriexentale en comparaison avec le controle
('urée) et la parcelle organique (compost), seigt I'efficience des quatre BSP utilisées
dans l'inoculation. En effet, et au cas ou ces B8Ront pas des endophytes, 'augmentation
du rendement en grains ainsi que I'amélioratiorladqualité du produit (graines) obtenues
dans la parcelle inoculée avec les quatre BSP uescnpourraient étre dues a l'effet
synergique bénéfique conférée par ces PGPR daneoleditions naturelles, surtout aux

premiers stades de croissance, malgré leur faduegr de colonisation au cours du temps.

Telle conclusion a été affirmée aussi par Hagisal. (2006) qui ont rapporté que la
colonisation des racines par une souche bénéfidogeadensité n'est pas souvent nécessaire
pour avoir I'effet phytobénéfique prévu en faveer ld plante inoculée. En effet, ils ont eu
une stimulation du rendement du blé inoculée avex souche solubilisatrice du P minéral
malgré qu’elle était la bactérie qui a montré uadlé persistance en comparaison avec le
reste des isolats (Harms al, 2006).

En conclusion, les bactéries dissolvant le P intdgee sont d’'une grande importance pour
I'agriculture, mais afin de bien profiter de P dulisé par ces BSP et des autres nutriments
disponibles dans le sol, les plantes ont besoimoifaun systeme racinaire bien développé
afin d’avoir acces tres important a I'eau et aukiments. En conséquence, il est préférable
gue la BSP sélectionnée pour l'inoculation doit caractériser par la production des

phytohormones, en particulier 'AlA, vue I'importe& immense de cette hormone dans la

stimulation de la croissance et son grand effet em@mes concentrations minimes.
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Conclusion & Perspectives

L'usage des produits de synthése, soit les fatits chimiques ou bien les pesticides,
continue jusqu'a présent malgré leur contribution uge pollution importante de

'environnement et a un déséquilibre écologique sadrable. Et il est nécessaire de
développer des alternatives durables, moins coesewt écologiquement compatibles.
L’approche biologique semble étre la solution kasgbrometteuse par recours a I'exploitation
de la microflore rhizosphérique vue sa grande depacstimuler la croissance des cultures
agricoles ainsi que son réle important dans lagotain contre différents pathogenes. Notre
objectif a long terme c’est d’évaluer les rhizolaiets dissolvant le P calcique et les

investiguer dans le but de recyclage de P darsolesnarocains.

Dans ce contexte, cette présente étude a conduit, lp premiére fois, a I'isolement et a
l'identification des souches BSP associées a cesarariétés du riz cultivé au Nord-Ouest du
Maroc. En plus, d’autres isolements ont été obtemysartir de légumineuses du Nord
marocain. Des essais réalisés au laboratoire anmipel’évaluer ces souches et d’examiner
leurs différentes propriétés phytobénéfigiresitro. Les bactéries retenues sont caractérisées
par une diversité des activités phytobénéfigueantagffet stimulant, fertilisant ou bien
protecteur.

Afin de confirmer la productivit¢ de ces BSP comm&PR, on a procédé au test
d’'inoculation en pot. Les résultats obtenus ont tmordes stimulations significatives
concernant la longueur du riz, ainsi que le rendgrea matiere seche, surtout en présence
des BSP produisant 'AlA. En conséquence, les bastalissolvant le P inorganique sont
d’'une grande importance pour I'agriculture, maigs afe bien profiter de P solubilisé par ces
rhizobactéries et des autres nutriments disponitdes le sol, les plantes ont besoin d’avoir
un systeme racinaire bien développé assurant amscces tres important a 'eau et aux

nutriments.

Cette expérience a contribué a la sélection de®tes les plus performantes en présence de
la plante modele, le riz, et qui pourraient étraldiges comme PGPR vis-a-vis de cette
céréale dans le champ. Il s’agit de trois soucR&22, PR29 et GR70 qui ont donné des
résultats importants concernant la croissancezlatrie rendement en poids sec, alors que la
guatrieme souche, ER76, c’est la bactérie qui abdaé plus du Pin vitro. Les quatre
souches ont été identifiees comme des bactériestappnt au¥seudomonast Aeromonas.
Afin de confirmer l'efficience de ces souches combhiefertilisants dans les conditions
naturelles, un autre test d’inoculation du riz,ié Puntal a été effectué au champ. Il s’agit
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d’un inoculant combiné composé de quatre bactéAB22, PR29, GR70 et ER76. Ce test a
permet d’évaluer I'effet des facteurs biotiquealsbtiques sur le comportement de ces quatre
souches vis-a-vis du riz. Des résultats encourdgeant été obtenus concernant le rendement
en grains ainsi que la qualité du produit en comipan avec le contrle fertilisé et la parcelle

traitée avec le compost.

Cette étude ouvre donc des perspectives trées sstamees concernant les applications
biotechnologiques visant une amélioration des newtes et la préservation de

I'environnement pour un développement durable.

En effet, les résultats obtenus encouragent a :

» Poursuivre des expériences supplémentaires comtetiv@goculation avec les quatre
bactéries, en particulier aux champs marocains) a@ mieux comprendre leur
comportement au niveau de la rhizosphére dansoladitions naturelles (leur persistance
au niveau de la rhizosphere, et a lintérieur deplante) et aussi d’optimiser les
parametres liés au volume d’inoculant appliquécaacentration, ainsi que l'intervalle
séparant les différents ensemencements au coutifféents stades de croissance du riz,

dans le but d’avoir une productivité plus imporeaqtie celle obtenue.

e Procéder des essais complémentaires d’inocula@tisivo, puisin situ avec des souches
antagonistes en présence d’agents pathogénesufdayticularia oryza¢ et de la plante

(riz), afin d’élucider leur efficience comme « besgticides ».

» [Essayer ces quatre bactéries sur d’'autres cér@&algsarticulier le blé, et autres plantes

d’intérét agronomiques, pour évaluer leur effet omPGPR.

» Tester la co-inoculation du riz avec un mélange &&P efficientes et dautres

microorganismes phytobénéfiques tels que les endomhjzes.
« Faire une identification plus précise des BSP $élmrées par d’autres méthodes

moléculaires : "MultiLocus Sequence Analysis" ou IMS(identification d'espéces du
méme genre), hybridation ADN-ADN......
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e Produire un « bioinoculant » a base de ces bastéffecientes, et c'est I'étape majeure
d’exploitation des résultats obtenus pendant etide. Et d’ailleurs c’était le but a long

terme de cette thése de Doctorat.
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Annexes

Annexe 1

Isolement desPseudomonaspp.

King B

Peptone 10g

Glycérol 10 ml

KoHPO, 15¢g

MgSO, 15¢g

Agar 20g

Eau distillée Compléter a 1L

Le pH est ajusté a 7.2. Le milieu est stérilisR@°C pendant 20min.

Isolement des BSP

PVK

Glucose 10g
(NH4),SO, 0.5g
NaCl 0.29

KCI 0.29
MgSO,, 7TH,O 0.1g
MnSQ,, H,O 0.002g
FeSQ, 7H,O 0.002g
Extraitde levure 0.5g
Phosphate tricalcique (€6PQy)>) 59

Agar 209

Eau distillée Compléter a 1L

Le pH est ajusté a 6,9 et le milieu est autocla¥812C pendant 20min.
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Annexe 2

Autres milieux classiques utilisés pour l'isolementies BSP

YED

Glucose 10g

Extrait de levure 5¢

Agar 209

Eau distillée Compléter a 1L

Le pH est ajusté a 6.8-7.0, Le milieu est stériis€20°C pendant 20min. On y ajoute 2%
(v/v) d’'une solution stock stérile de phosphateatidique a 10%

NBRIP

Glucose 10g

MgCl,. 6H,0O 59

MgSQO, .7H,O 0.25¢g

KCI 0.2g
(NH4)2S0y 0.1g

Ca(PQy): 59

Agar 209

Eau distillée Compléter a 1L

Le pH est ajusté a 6.8-7.0, Le milieu est stérgig®0°C pendant 20min.
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Annexe 3

Activités PGP des BSP

Production des sidérophores

CAS
Fraction A
CAS (Chrome Azurol S) 60.5 mg
Solution ferrique (ImM FeG@lbH20, 10mM HCI) 10ml
Eau bidistillée 50m|
Fraction B
Hexadecyl-trimethyl-ammonium bromide (HDTMA) 72.9m
Eau bidistillée 40ml
Fraction C
Pipes 30.24 mg
Agar 159
Eau distillée 750m|

Apres l'autoclavage des fractions (A+B) et C a I2@fendant 20min, on les mélange en
donnant un milieu de couleur bleu verdatre.

Fixation d'azote (Nitrogénase)

Burk

Saccharose 20g

MgSQO, .7H,O 0.2g

NacCl 0.1g

CaCb. 2H,0 0.02g
MoO4N&.2H,0 0.29¢g
Fe-EDTA (1.64%) Aml

Eau distillée Compléter a 1L

Apres la stérilisation du milieu a 120°C pendaniniZQ on y ajoute 4% de tampon phosphate
0.5M.
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Annexe 3 (suite)

Hydrolyse d’urée (Uréase)

Uréase

Glucose 1g

Peptone 1g

NacCl 0.5¢

KH,PO, 29

Rouge de phénol 0.012g

Agar 209

Eau distillée Compléter a 1L

Le pH est ajusté a 7. Aprés la stérilisation duieuila 120°C pendant 20min et son

refroidissement a 45°C, on y ajoute 50ml d’'uré®% 4térilisée par filtration

Composition du milieu minimum (MM9)

M9

NaHPO,. 7 H:0 12.8¢g

KH,PO, 39

NacCl 0.5¢g

NH,CI 1g

MgSQO, (1M) 2ml

glucose (20%) 20ml

CaCk (1M) 0.1ml

Eau distillée Compléter a 1L

Le pH est ajusté a 6.8-7.0. Le milieu est stérgid®0°C pendant 20min.
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Annexe 4

Composition des milieux de culture utilisés pour lalétection des exo-enzymes

hydrolytiques

Activité chitinolytique
Chitine colloidale
Chitine colloidale * 0.8¢g
KoHPO, 2.79
KH,PO, 0.3g
MgSQ.. 7TH,O 0.79
NaCl 0.5¢g
KCI 0.5g
Extrait de levure 0.13g
Agar 209
Eau distillée Compléter a 1L

Le pH est ajusté a 6.8-7.0. Le milieu est stergig®0°C pendant 20min.

*Chitinase colloidale

Préparation de la chitine : On mélange 4g de léinghi(Sigma C7170, Chitin from crab
shells) avec 36ml de HCI concentré. Le mélangemgsten agitation pendant 2h pour se
dissoudre. Le mélange est de couleur marron. Gsevas mélange dans une éprouvette de 1l,
et on complete a 1l par I'eau distillée, on reni@prbuvette pour homogénéiser le contenu et
on laisse se décanter pendant une nuit. On éliteisarnageant ayant la couleur claire, on
compléte de nouveau par I'eau distillée a 1l, etaisse se décanter toute la nuit. On répéte
les mémes étapes 4 fois. Apres le dernier lavagsglution se mélange vigoureusement et on
la passe a travers un tamis métallique de 0,5 mge ebnserve dans une bouteille opaque a
4°C.

Activité amylotique

Amidon de pomme de terre

Amidon soluble 10g

Extrait de levure 39

Peptone 59

Agar 209

Eau distillée Compléter a 1L

Le pH est ajusté a 6.8-7.0. Le milieu est stergig®0°C pendant 20min.
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Annexe 4 (suite)

Activité cellulolytique

CMC

NapHPO, 69

KH2POy 39

NacCl 0,59

NH,CI 19

Extrait de levure 39

CMC 9

Agar 20g

Eau distillée Compléter a 1L

Le pH est ajusté a 6.8-7.0. Le milieu est stergig®0°C pendant 20min.

Activité lipolytique

Tributyrine

Tributyrine 5ml

Peptone 59

Extrait de levure 39

Agar 20g

Eau distillée Compléter a 1L

Le pH est ajusté a 7.2. Le mélange est soumis awkeso soniques (10min) pour

’lhomogénéiser, puis il s’autoclave a 120°C pendamhin.

Activité protéolytique

Agar lait
Fraction A
Lait en poudre 50g
Eau distillée 500mi
Fraction B
Agar 20g
Eau distillée 500ml

La fraction A est autoclavée a 115°C pendant 10ménfraction B est autoclavée a 120°C
pendant 20min. Aprés la stérilisation et a une tafpire de 55-60°C, on mélange les deux

fractions aseptiquement, puis on verse dans léesde Pétri.
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Annexe 5

Préparation des échantillons LPS (Lipo-polysacchade)

Préparation des échantillons

1% jour

* Un volume de 1,5ml du milieu de culture bactérierfreiche est centrifugé a
13000rpm pendant 5min. Le culot est suspendu danhglé NaCl a 0,9% afin d'étre
lavé. Le mélange est vigoureusement mixé en utiliga vortex, puis centrifugé a
8000rpm pendant 5min. On garde le culot. Cetteectmp répétée 4 fois. Par la suite,
le culot est repris dans 125ul de tampon 1 (60mig-HECI, SDS a 2%, 1mM EDTA,
pH 6.8). Le mélange est fermement mixé en utilianbrtex, puis porté a I'ébullition
pendant 6min. On y ajoute 875ul de tampon 2 (60ntd-HICI, 1mM EDTA, pH
6.8), et les tubes sont bien mixés. On y ajoute BARNase (10 mg/ml) et 10ul
d’ADNase (1 mg/ml). Le mélange est incubé 4 a Sréea 37°C. On y ajouter 15ul
de protéinase K (1mg/ml), et on incube le mélangenduveau pendant une nuit a
37°C.

2éme jour

* On ajouter au mélange 15ul de protéinase K (1mgimlimélange est encore incubé
pendant une nuit a 37°C.

3émé jour

* Un volume de 350ul du mélange est transféré a uweau tube d’Eppendorf, et le
reste est conservé a -20°C. On y ajouter le mérheneode tampon de charge. Les
échantillons sont bouillis durant 6min, puis cenggés a 12000rpm pendant 7min. Un
volume de 600ul de surnageant est transféré a uveaa tube d’Eppendorf. Ce sont

les échantillons qui vont servir a charger les détectrophorese SDS-PAGE.
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Annexe 5 (suite)

Préparation des solutions

Tampon 1

Tris 1.45¢g
EDTA 74.4mg
SDS 49

Eau distillée 200ml
pH est ajusté a 6,8 avec HCI 1M

Tampon 2

Tris 1.45¢g
EDTA 74.4mg
Eau distillée 200ml
pH est ajusté a 6,8 avec HCI 1M

Tampon de charge

Tampon 1 5,9ml
Glycérol pur stérile 4ml
Solution saturée de bleu de bromophénol 0,6ml
B-mercaptoéthanol 0,8ml

Préparation des gels d’acrylamide (SDS-PAGE)

Le gel utilisé pour I'électrophorése SDS-PAGE emtnposé par deux parties : un gel de
concentration et un gel de séparation. Les quant& chaque solution utilisée dans la
préparation des deux gels de polyacrylamide ersamit I'appareil Mini Protean Il (Bio-Rad)

sont présentées dans le tableau suivant :

* Gels d’acrylamide

Composition Gel de séparation Gel de concentration
Eau distillée 3.6ml 2.35ml

0.5M Tris-HCI (pH 6.8) - 945ul

1.5M Tris-HCI (pH 8.8) 2.5ml -

SDS 10% (p/v) 100ul 37.5ul

40% Acrilamide/Bis (29:1) 3.73ml 375ul

TEMED 10pl 4pl

Persulfate d’'ammonium10% (p/v) 66.6ul 30ul

Les tampons utilisés pour la préparation des gelsles suivants :
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Annexe 5 (suite)

* Préparation des tampons

Tampon du gel de séparation

Tris 69
Eau distillée 150ml
pH est ajusté a 8.8 avec HCI| 1M

Compléter a 300ml

Tampon du gel de concentration

Tris 54.45¢g
Eau distillée 60ml
pH est ajusté a 6,8 avec HCI| 1M

Compléter a 100ml

La solution de gel de séparation est coulée emsedeux lames de verre de l'appareil
d’électrophorese en laissant une hauteur de 3 @n4 pour le second gel (le gel de

concentration). Afin de se débarrasser des bulkds e obtenir une surface lisse, on ajoute
sur la surface d’éthanol absolue. Apres le temgss®aire pour la polymérisation du gel de
séparation de 20 a 30min, on jette I'éthanol, aneiabondamment avec d’eau distillée, puis
on desséche avec du papier filtre sans toucherrface du gel. On verse par la suite le 2eme
gel, le gel de concentration jusqu’au bord supériEnfin, on y insére le peigne de maniére
gu'’il n’y ait pas de bulle d’air. Apres la solidifition du gel (20-30min), le peigne est enlevé,

puis le gel est placé dans la cuve d’électrophagasest rempli avec le tampon de migration

* Tampon de migration 5X

Tris 159
Glycine 729
SDS 509
Eau distillée Compléter a 1L

Le pH est ajusté & 8.3

Les échantillons sont déposés dans les puits (Ihulyel. La migration se fait d’abord a
200V pendant 10min (pré-run), puis a 170V. L'élephorese est arrétée une fois que le bleu

de bromophénol atteint environ 1cm du bas du gel.
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Annexe 5 (suite)

Apres la fin de la migration, les gels se sont l&v&elon les étapes suivantes :

e Fixation
On incube le gel pendant 3h en agitation dans ohdien composée par I'éthanol a 30%
(v/v) et acide acétique a 10% (v/v).

» Oxydation
On met le gel pendant 10min et en agitation dares solution composée par périodate de

sodium a 0.7% (p/v) dissout dans la solution dation.

» Coloration
Le gel est coloré au nitrate d’argent a 0.1% de)(fgbujours en agitation et a I'obscurité.

Apres 30min, le gel est lavé avec de I'eau digillé

+ Reévélation
Les différentes bandes sont visualisées en utiliseamme réactif le carbonate de sodium a
3% (m/v) et formaldéhyde a 0.035% préparés dama! ldistillée. Une fois les bandes bien

claires, on ajoute d’eau distillée pour arrétesdboration.
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Annexe 6

Dosage du P solubilisé
Dosage de phosphore solubilisé (Méthode d’AMES)

* Réactifs
Solution A : acide ascorbique a 10% (poids/volume)

Solution B : molybdate d’ammonium (46 a 0,42% est dissout dans l'acide sulfurique a
IN.

* Procédure

Préparer le réactif combiné en mélangeant 1 voldenA et 6 volumes de B et laisser dans la
glace pour la journée. On ajouter 2,1 ml de réaxdrihbiné a 0,9 ml d’échantillon, puis, on

incube le mélange réactionnel pendant 20 min &4%.absorbance est lue a 820 nm.

La concentration de P soluble a été calculée dsapaecourbe d’étalonnage de K#O,

préparée comme suivant :

* Solution mere de 100mg de P/I
On prépare une solution étalon de phosphore de ¢0fenP/l en dissolvant 0,4394g de
KH,PQO;, dans environ 800ml d’eau distillée, puis on congit000ml.

» Solutions étalons de phosphore
Dans une série des fioles de 100ml on introduitvidismes croissant de la solution mére de

phosphore et on compléte a 100ml avec de 'eaill st

» Courbe étalonnage

Concentration | Absorbance 1 A
de P (mg/l) a 820nm 08 4 vy=0,203x
0 0 ’ R =0,999
0.2 0.046 00
0.4 0.081 0.4 7
1 0.2 0,2 7
2 0.405 0 . . . . .
4 0.817 0 1 2 3 4 5
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Annexe 7

Dosage d’AlA produit

* Solution stock de 0.1mg/ml d’AlA
On prépare une solution mere de 100mg/ml en diaebl®,5g d’AlA en 5ml d’éthanol 96%.
A patrtir de cette solution meére, on prépare unigewe solution de 1mg/ml en utilisant I'eau
distillée au lieu d’éthanol. La deuxieme solutiah encore diluée afin de préparer la troisieme

solution ayant une concentration de 0.1mg/ml d’AlA.

e Solutions étalons d’AlA
Dans une série des tubes, on introduit des volwrassant en pl de la solution stock de
0.1mg/ml d’AlA et on compléte a 1ml avec le miligl®. On ajoute a ces tubes 4ml du réactif

de Salkowski.

e Courbe étalonnage

Conc?ntratlon Absorbance
d’AlA 2 -
535nm
(mg/ml) y=0,015x+ 0,066
0 0.002 L5 1 R=0,982 ¢
2.5 0.044 1
5 0.095
10 0.241 0,5
25 0.526 0 . .
37.5 0.772 0 20 40 60 30 100 120
50 0.875
75 1.250
100 1,520
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Annexe 8

Extraction d’ADN génomique
L’extraction de ’'ADN génomique d’une maniére maltei@tilisant le phénol chloroforme :

On transfere un volume de 1,5ml d’'une culture b@mée d’'une nuit a un tube Eppendorf
stérile. Les tubes sont centrifugés al3 000 rpndgen3min. On garde le culot auquel on
ajoute 565ul de TE (10mM Tris-HCI, 1mM EDTA, pH &uis, on mélange les tubes
vigoureusement en utilisant le vortex. On y ajosdgl de détergeant SDS a 20% et 5ul de
protéinase K (20mg/ml). Par la suite, les tubed soRrés vigoureusement et incubés a 37°C
pendant une nuit. Apres, les lysats sont agitégatément, puis on y ajoute 600ul du
phénol/chloroforme. Les tubes sont bien mélangédepaortex, et centrifugés a 13 000rpm
pendant 5min. La phase supérieure est transfénée rouveau tube Eppendorf stérile, et
auquel on rajoute 600ul de phénol/chloroforme. tidses sont centrifugés a 13 000 rpm
pendant 5min. cette étape est répétée plusieussjisgu’a la disparition de la couche
blanchatre correspondante aux protéines. Afin mii@ér le phénol, la phase supérieure est
transférée a un nouveau tube Eppendorf stérileuedugn ajoute le méme volume de
chloroforme:alcool isoamylique (24:1). Les tubestsmentrifugés a 13 000rpm pendant 3min.
Pour faire précipiter 'ADN, la phase supérieuré tesnsférée a un autre tube Eppendorf, et
recoit 60ul d’acétate d’ammonium (7,5M) et 480ps0propanol. Les tubes sont centrifugés
a 13 000rpm pendant 20min. Le culot obtenu et quirespond a I'ADN est lavé avec
I'éthanol 70% froid (300ul a 500ul). Apres la céuoation (13 000 rpm, 3min), le culot est
séché sous vide, puis suspendu dans 150-200ul &e (I&nM Tris-HCI, 1mM EDTA,
10mg/ml ARNase, pH 8). Les tubes sont incubés aC3@géndant 15min-20min, puis
conservés a -20°C.
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Annexe 9

Solution nutritive utilisée pour les plantes de riz

Solution nutritive de Rigaud & Puppo

MgSQO, 7H,0 0.2¢g

KoSOy 0.2g

(avec P) KHPQO,/ sans P 0.2 g/0g
Cl,Ca 2HO 0.1g

Fe-EDTA 0.02¢g

Solution de Gibson 1mi

H,O distillée Complétera 1 L

Le pH du milieu est ajusté a 6,5-7,0. Le milieuasgbclavé pendant 20 min a 121°C.

Solution de Gibsor (de micronutriments)

H3BOs 2860
MnSQ,. H,O 2.08¢
ZnSQ,. 7TH0 0.22¢
CuSQ. 5H,0 0.08 g
Na,MoO4 0.13 g

H,O distillée Complétera 1 L




