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Résumé

La lutte biologique regroupe un ensemble d'agents d'origine biologique et de méthodes basees
sur des interactions naturelles et participe a une stratégie visant a réduire ou a remplacer les produits
considérés comme présentant un risque pour la santé et l'environnement tout en assurant une
production durable. A travers ce travail, nous visons a montrer les effets bénéfiques des bactéries
isolées des racines de haricot. Ce travail comprend plusieurs tests biochimiques sur douze isolats.
Nous avons également testé la capacité d'antagonisme en laboratoire de douze isolats contre un
pathogeéne par confrontation directe avec deux cultures milieux TSA.PDA, conduisant au suivi de
la croissance germinative.

D’aprés le test KOH qui permet de savoir Gram positive des négative ce test est confirmé par la
coloration de Gram ; les isolats RA1 et S10 sont des Gram positive les autres sont des Gram
négatives. Le test de mobilité la présence de flagelles réaction positif toutes les bactéries ont éte
utilisées mobilité, sauf que BO ; RH2. Les isolats U et RH5 sont a citrate négatives ne se
développent sur le milieu Citrate de simone car la couleur du milieu ne vire pas au bleu et les autres
sont des citrates positive. Pour les plaques APl 20 NE quatre isolats BO ; RA1 ; RH2. RH3 réduit le
Nitrate trois isolats RA1 ; RH2.RH3, et pour test tryptophane seule RH5 est positif, pour PNG les
isolats BO ; U ; RH5 sont négatifs. Pour les tests d’assimilation les résultats sont variables. Tous les
isolats resiste au les trois températures testés test élevée pour la température et le PH, et pour
I'activité enzymatique ; les isolats BO ; RH5 ; RHP ; RH ; RH3 ont une activité positive pour tous
les enzymes sauf pour la cellulase qui est négative ; I’isolat J12 produit la phosphatase ; protéase ;
et la cellulase ; I’isolat U produit la lipase ; protéase ; et le cellulase les isolats RA1 ; RH2 ne
produisent que le protéase Pour ce qui est de I’activité antifongique les deux facteurs étudié (P :
0,005), lisolat RA sur le milieu PDA et BO sur le milieu TSA ont enregistré les meilleurs le taux
d’inhibions été classé dans le groupe (a) le plus faible taux a été enregistré par J12 RA sur le milieu

PDA et les autres isolats ont été classé dans le groupe (ab).

Les mots clés: Test Biochimique ; Activité enzymatique ; I’activité antifongique ; Citrate de

simone ; Mannitol de Mobilité ; rhizobactérie.



Abstract

Biological control brings together a set of agents of biological origin and a method based on
natural interactions and participates in a strategy aimed at reducing or replacing products considered
to present a risk to health and the environment while ensuring a sustainable production.

Through this work, we aim to show the beneficial effects of bacteria isolated from bean roots.
This work includes several biochemical tests on twelve isolates. We also tested the laboratory
antagonism capacity of twelve isolates against a pathogen by direct comparison with two cultures
media TSA.PDA, leading to the monitoring of germinal growth.

According to the KOH test which allows you to know Gram positive from negative, this test is
confirmed by Gram staining; isolates RAl1 and S10 are Gram positive, the others are Gram
negative. The mobility test the presence of flagella positive reaction all bacteria were used mobility,
except that BO; RH2. Isolates U and RH5 are citrate negative and do not grow on Simone Citrate
medium because the color of the medium does not change to blue and the others are citrate positive.
For APl 20 NE plates four BO isolates; RALl; RH2. RH3 reduces Nitrate three RAL isolates;
RH2.RH3, and for tryptophan test only RH5 is positive, for PNG isolates BO; U; RH5 are negative.
For assimilation tests, the results vary. All isolates are resistant to the three high temperatures tested
for temperature and PH, and for enzymatic activity; B0 isolates; RH5; RHP; HR; RH3 have positive
activity for all enzymes except for cellulase which is negative; isolate J12 produces phosphatase;
protease; and cellulase; isolate U produces lipase; protease; and cellulase isolates RA1; RH2 only
produce the protease the two factors studied (P: 0.005), the RA isolate on the PDA medium and BO
on the TSA medium recorded the best the inhibition rate was classified in the lowest group (a). Rate

was recorded by D12 RA on PDA medium and the other isolates were classified in group (ab).

Key words: Biochemical Test; Enzymatic activity; antifungal activity; Simone citrate; Mobility

Mannitol; rhizobacteria.
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Introduction

Les rhizobactéries favorisant la croissance des plantes (PGPR) sont des bactéries
bénéfiques qui colonisent efficacement la rhizospheére, elles exercent sur les plantes divers
effets influengant leur croissance (Orozco Mosqueda et al., 2021 ; Moustaine et al., 2019).

Ces microorganismes rhizosphériques peuvent améliorer la croissance des plantes par une
grande variété de mécanismes directes ou indirectes tels que la solubilisation des nutriments
(P, K et Zn), la production de sidérophores, la fixation biologique de 1’azote et la production
de phytohormones (V. Dhayalan et al.2021, Odoh Chuks Kenneth 2017, Pravin Vejan et al.,
2016)

Chez les plantes, de nombreux processus de croissance et de développement sont
contrdlés par les phytohormones. En outre, ces intéressantes substances fonctionnent
également comme des signaux moléculaires en réponse a des facteurs environnementaux
(Racher Backer et al., 2018; Maheshwari et al., 2015).

En général, cinq classes d’hormones végétales ont suscitées I’intérét des chercheurs a
savoir les auxines qui sont représentée principalement par I’acide indole-acétique (Xingfeng
et al., 2018)

Leurs roles sont multiples, en effet, elle intervient dans la formation de tissus vasculaires,
I'initiation des racines adventives, la dominance apicale et le développement des fleurs et des

fruits.

L’auxine affecte également les processus cellulaires, tels que la division cellulaire,
I'agrandissement et la différenciation (Jie Luo et al.2018, Singh.2018, Bernard R. Glick.2012)
L’amélioration des souches est un ¢lément essentiel du développement des procédés de
production des substances biologiques. La mutagenése induite est largement utilisée pour la
sélection de microorganismes produisant des substances biologiquement actives et

I'amélioration de leurs activités (Goodarzi, 2016).

Selon FAO.(2020),les effets négatifs a plus long terme, 1’effet domino pourrait conduire a
une baisse de la qualité et de quantité des produits agricoles, a une interruption de a recherche
et des activités de développement, a la réduction de la capacité d’achat des agriculteurs en
intrants et a une réduction de la demande des consommateurs, ce qui pourrait a terme
provoquer I’effondrement de nombreuses exploitation agricoles de petite et moyenne taille et

entrainer une pauvreté généralisée chez les agriculteurs les plus vulnérables.



Introduction

Il s’agit de bactéries adaptées a un biotope particulier, a rhizosphere (Vacheron et al.,
2017), ’augmentation 1’absorsption des nutriments, ’amélioration des fonction racinaires, de
la germination et la production des graines sont les plus notables (Amir et al., 2005 ;Kenneth
et al.,2019). Ainsi que, a leurs performances dans la phytostimulation de la croissance de
nombreuses plantes, a leur capacité de colonisation racinaire, la synthese de phytohormones,
et a la solubilisation des phosphates, a la production d’enzyme et de métabolites, (Ouserire et
al., 2018), et a leur pouvoir dans I’induction de la défense de la plant (Osman et al., 2017).
Ces bactéries sont un bon outil de lutte biologique ; car elles peuvent également augmenter le
niveau de résistance des plantes aux maladies diverses grace a leur activité antagoniste vis-a-

vis des phytopathogénes.

Nous avons envisagé par le présent travail de mettre en évidence 1’effet bénéfique de des
rhizobactéries isolé a partir de la rhizosphere du haricot, pour cela nous avons commencé par
un isolement ; puis une identification préliminaire ; en suite la mise en évidence de I’activité
enzymatique et ’activité antifongique vis-a-vis de Fusarium oxysporum f. sp. Pisi (FOP) ainsi

que la stimulation de la croissance du haricot (Phaseolus vulgaris L.)
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I.1. Généralité sur la rhizosphere

I.1.1. La rhizosphere

Le mot rhizosphére a été introduit en 1904 par Lorenz Hiltner (Anton et al., 2008),
bactériologiste spécialiste de microbiologie du sol et professeur d'agronomie au college
Technique de Munich (Lombi et al., 2001). 1l a défini la rhizosphére comme étant la région du
sol située sous les racines des plantes et soumise a leur influence directe, Et un lieu d'intenses
échanges entre levégétal et le substrat minéral (Marie-Line Faure ,2018). Du fait de sa
richesse en éléments nutritifs, la rhizosphere contient ainsi 10 a 100 fois plus de

microorganismes par g de sol que le sol non rhizospherique (Séverine Lopez, 2018).

Ainsi, elle est considerée comme un systéeme complexe, hétérogene, dynamique et
interactif, qui dépasse la simple notion d’interface entre le monde végétal et le monde
minérale. Elle est un condensé des processus physiques, chimiques et biologiques qui animent
les sols (Hinsinger., 1998 ; Michel et al., 2005). Cependant, Cette mince couche peut étre
affecté par les contraintes du sol, sa salinisation, son eutrophisation ou la pollution, ou encore

par des phénomenes d’acidification (Anoua et al., 1997).

1.1.2. Compartimentation de la rhizosphere

La rhizosphére est devisée en trois grand composantes qui interagissent ensemble : la
rhizosphére sol, la rhizosplane, et les racines (Barea et al., 2005). La rhizosphére, qui est la
zone du sol influencée par les racines grace a la libération de

substrats qui affectent I’activité microbienne.

La rhizoplane, qui est la surface de la racine, y compris les particules du sol adhérant
fortement. Et enfin, la racine elle-méme (endorhizosphere), qui est une partie du systéeme
racinaire, parce que certains micro-organismes endophytes sont capables de coloniser les
tissus racinaires internes. Un grand nombre d’organismes microscopiques tel que les bactéries
et les algues coexistent dans la rhizosphére, cependant, les bactéries sont le groupe le plus
abondant dans cette partie de I’environnement de la plante, et il est fort probable qu’ils

influencent grandement la physiologie de la plante. (Bowen et Rovira, 1991).
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Figure.l.1 : Représentation schématique des zones de la rhizosphere (Lepinay, 2015).

1.1.3. Communauté microbienne de la rhizosphere

La rhizospheére est une niche ecologique avec de nombreux micro-organismes qui jouent

un role significatif sur la santé des plantes (Geoffroy Villejoubert,2016).

Ces microorganismes ne sont pas isolés dans le sol et sont structurés en communautes
complexes au sein desquelles diverses interactions microbiennes existent (Clémentine
Lepinay,2013). Parmi les interactions bénéfiques aux plantes, on peut citer les symbioses, la
mieux connue est la symbiose rhizobienne chez les légumineuses (Quin Han et al., 2020).
Ainsi, les mycorhizes qui sont contractées par les racines des végétaux avec certains

champignons du sol (William R. Rimington et al., 2018)

Toutefois, certains microorganismes sont nuisibles a titre d’exemple Ralstonia
solanacearum qui affecte les cultures de pomme de terre, d’autres microorganismes ne
semblent avoir aucun effet (Huijuan Wang et al., 2019).

Les protozoaires et les nématodes qui se nourrissent sur des bactéries sont aussi concentrés
autour des racines. Ainsi, la plupart des cycles des nutriments et des phénomeénes de prédation
se déroule dans la zone immédiatement adjacente aux racines, siege d'une activité

métabolique intense (Dommergues, 1978).

D'une facon générale, la structure des racines et la composition des exsudats racinaires
changent durant le développement de la plante et sous Ieffet des conditions

environnementales telles que la disponibilité de I'eau et la température. Par conséquent, la
4
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dynamique de la population microbienne rhizosphérique peut aussi changer. En effet, les
plantes, grace a I’émission des signaux spécifiques, exercent une pression sélective qui tend
généralement a réduire la diversité microbienne et a favoriser des especes ou des souches

particuliéres (Bertrand et al., 2000).

I.1.4. Les bactéries rhizospherique ou rhizobacteries

Les bactéries de la rhizosphére, dits rhizobactéries, sont capables de coloniser l'intérieur
ou I'extérieur des racines de nombreuses espéces des plantes et peuvent étre divisé entre ceux
qui forment une relation symbiotique avec la plante et ceux qui ne le font pas. ce dernier
groupe, disant libre-vie, sont étroitement associés a la surface de la racine et réside dans les
racines (Kloepper et al., 1989). Les bactéries non symbiotiques répondant a cette définition
appartiennent a différents genres et especes dont les plus étudiés sont : Agrobacterium
radiobacter, Azospirillum spp, Bacillus spp, Pseudomonas spp fluorescents (Lemanceau,
1992). Elles sont genéralement tres compétitives capables de coloniser le systeme racinaire
riche en éléments nutritifs (Peter et al., 2015). Elles sont souvent mentionnées comme des
rhizobactéries favorise de la croissance des plantes, connues sous le terme RFCP
(Beauchamp, 1993), (PGPR : Plant Growth Promoting Rhizobacteria) (Kloepper et al., 1989;
Zahir et al., 2004).

I.1.5. L’origine de la formation du sol rhizosphérique:

L’effet rhizospherique est déterminé en grande part par la libération de différents
composés organiques regroupés sous le terme rhizodéposition. D’une fagon générale la
libération d’une partie des photosynthétats dans le sol contribue a la formation des sols. En
effet, la fraction minérale provenant de la roche mére en se liant aux molécules organiques
libérées par la plante, qu’elle soit vivante ou morte, aboutit a la formation du complexe
organo-minéral caractérisant le sol. La rhizodéposition comprend différents composés
organiques, certains libérés de fagon active (sécrétions, mucilages,) d’autres de fagon passive

(exsudats, lysats, mucigel) (Stengel et al., 1998).
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1.1.5. 1. Exsudats

Elles Sont de petites molécules, solubles dans I’eau ou volatiles, libérées selon des
mecanismes passifs par des cellules vivantes, ces molécules sont variées hydrates de carbone,
acides organiques, acide Aminés, acides gras, stérols, vitamines enzymes, nucléotides etc...,
Méme s’il apparait une certaine analogie entre les exsudats produits par de nombreuses
plantes, des différences existent entre especes végétales et pour une méme espéce selon le
stade de développement de la plante.

1.1.5. 2. Sécrétions

Elles sont des composés libérés selon des mécanismes actifs vers le milieu extérieur.

1.1.5.3. Lysats

Elles constituent le contenu cellulaire libéré suite a I’autolyse de cellules épidermiques

agées de la paroi racinaire.

1.1.5. 4. Mucilages

Elles sont constituées de polysaccharides, d’acides aminés et de protéines, ces composés
ont plusieurs origines, ils peuvent provenir :

* De sécrétions issues des vésicules de ’appareil de golgi des cellules de la coiffe.

* D’hydrolysats de polysaccharides de la paroi de cellules situées entre 1’épiderme et les
cellules desquamées de la coiffe, de sécrétions par les cellules de 1’épiderme dépourvues de
paroi primaire.

* De la dégradation bactérienne de la paroi primaire de cellules mortes de I’épiderme.

1.1.5. 5. Mucigel

Correspondant aux composés gélatineux de nature polysaccharidique produits a la fois par
les racines et les populations microbiennes de la rhizosphére. Ce gel favorise le contact entre

les particules de sol. Et la surface racinaire et améliore donc le transfert des éléments
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minéraux et de I’eau vers la racine. Par ailleurs, le mucigel assure une fonction de

lubrification permettent la progression de la racine dans le sol.

1.2. Les rhizobactéries favorisant la croissance des plantes PGPR :

Les PGPR ou « Plant Growth-Promoting Rhizobacteria » sont des bactéries qui se
développent dans la rhizosphére, et qui ont un effet positif sur la plante, pour ces effets on les
considere comme rhizobactéries promotrice de la croissance végétale (Dey et al., 2004 ;
Herman et al., 2008 ; Microrsky, 2008).

Les PGPR sont capables de coloniser les systémes racinaires des plantes et de promouvoir
leur croissance par des mécanismes directs ou indirects (Glick et al., 1998). Dans la
rhizosphére, ces bactéries peuvent se retrouver aux niveaux intra ou extracellulaire (Gray et
Smith, 2005). Au niveau intracellulaire, les bactéries sont dites endophytiques et colonisent
I’apoplaste. Ces bactéries font parties de la famille des Rhizobiums. Genéralement
symbiotiques, ce sont notamment les PGPR spécialisées dans les structures nodales des
Fabaceae. Au niveau extracellulaire, elles sont localisées en surface ou a proximité des
racines, elles sont donc rhizosphérigques (Vessey, 2003).

Quatre effets principaux ont été identifiés chez ces PGPR. Elles peuvent augmenter la
disponibilité des éléments nutritifs, réguler la production de phytohormones, augmenter la
tolérance aux stress abiotiques et inhiber les bio agresseurs par compétition (Glick, 2012 ;
Souza, 2015).



Revue Bibliographique

A
ytostimulation
shytoprotection
|
Solubilisation T PGPR _
du phosphate Production de
o~ AlA, gybbérellin
Pathogénes s
. o 2 PGPR
Protection ’ % Fixation de I'azote
ntagonisme, = atmosphérique
smpétition) E = QL =
- PGPR NO;" =
- ==
—
NH,

Figure.l.2: Interactions entre les plantes et les bactéries dans la rhizosphere (Khan et al.,

2009)
1.2. 1. Mode d'action des PGPR

Les PGPR peuvent influencer la croissance des plantes de fagon directe ou indirecte. Les
mécanismes impliqués directement sont la sécrétion d’hormones (auxines, gibberellines,
cytokinines, etc.) ou en facilitant I'absorption de nutriments (fixation d'azote, solubilisation de
phosphate ou de potassium et synthese de sidérophore).

Indirectement, les PGPR vont aider la croissance des plantes via la sécrétion d'antibiotiques

ou d'enzymes limitant les phytopathogénes (Glick B.R et al ; 2007)
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Chapitre 02 : Matériel et Méthodes

Le présent travail a été réalisé aux laboratoires de I’'université de Amar Telidji
Laghouat faculté des sciences’ département des sciences agronomique. Il consiste a
chercher des antagonistes vis-a-vis du champignon phytopathogene Fusarium
oxysporum f.sp. pisi (FOP) et la biostimulation du haricot (Phaseolus vulgaris
L.),commengant par I’identification des bactéries isolé a partir de la rhizosphére du

haricot (Phaseolus vulgaris)

2.1. Matériel biologique
2.1.1 Isolats bactériens

Dans la présente étude, Nous avons utilisé des isolats de BO. G12. U. RAL. RH2.
RH3. RH5. RH. RHP. S10. J2. RA. Qui ont été isolée de la rhizosphére du haricot
(Phaseolus vulgaris L.), au niveau de laboratoire de département des sciences
agronomique a l’universit¢é d’Amar Telidji Laghouat, dans ce travail nous avons
récupéreé les souches précédentes qui ont été conserve a une température de 4°C, nous
avons procéde a une réactivation sur le milieu GN, a une température 28° C pendant

24 heures.

2.1.2. Isolats fongiques

L’isolats fongique utilisé pour effectuer cette expeérience est le champignon
phyopathogéne Fusarium oxysporum f.sp. pisi (FOP) ) récupéré aux laboratoires de
université de Amar Telidji Laghouat département d’agronomique réactive sur

milieu PDA (Annexel), a une température 28° C pendant 7jours.

2.1. 3. Matériel végétal

Pour l'essai du biostimulation de la croissance, nous avons utilisé une semence
du haricot (Phaseolus vulgaris L.), appartenant a la variété Tema, originaire des pays

bas.
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2.2. ldentification des isolats bactériens
2.2.1. Caractérisation biochimique

Quelques caractéres ont été étudiés par des tests biochimiques classiques pour

sélectionner progressivement les souches bactériennes

2.2.1.1 Test de KOOH
a) Test de KOOH 3%(détermination de Gram)

Ce test permet de déterminer la nature de la paroi de la cellule bactérienne, il
consiste a : déposer une goutte d'une solution aqueuse KOH 3% sur une lame en verre
propre ; prendre une goutte de la colonie bactérienne et I'émulsionner sur la goutte du
KOH 3% avec une pipette pendant 5 & 10 secondes. Pour la fiabilité des résultats, le

test est réalisé en trois repeétitions.

b) Coloration de Gram

La coloration de Gram est la coloration de base de la bactériologie. C'est une
coloration double qui permet de différencier les bactéries non seulement d'apres leur
forme et leur disposition, mais surtout d'apres leur affinité pour les colorants liée a la

structure de la paroi (Lezzar et Abdelmalek, 2016).

2.1.1.2 . Test TSI (Triple Sugar Iron)

La gélose TSI est un milieu qui différencie les bacilles a Gram négatif en
fonction de leur capacité a fermenter les sucres et a libérer ’H2S. Le milieu contient
0,1 % de glucose pour 1% de lactose et 1% de saccharose. Le rouge de phénol sert
d'indicateur pour détecter le changement de pH et le sulfate ferreux détecte la
formation d’ H2S (Tang et Stratton, 2018).

2.1.1.3 Le mannitol-mobilité :

Est un milieu permet 1’étude de la dégradation de mannitol qui est un produit de
dégradation du mannose. L’ensemencement par piqiire centrale a ’aide d’un fil droit,
et incuber a 24 h a T° optimale. Ce milieu est utilisable uniqguement pour la bactérie
fermentative.

Virage de milieu en jaune dit que mannitol +.

Milieu rouge : mannitol-. (Sayad, 2008)
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2.1.1.4. Test de Citrate de Simmons :

Le milieu Citrate de Simmons permet de mettre en évidence certaines bactéries
qui sont capables d’assimiler le citrate de sodium comme seule source de carbone et
d’énergie. Ces bactéries possedent un citrate perméase et les enzymes du catabolisme
du citrate, ainsi qu’il posséde un indicateur de pH « le bleu de bromoththymol » dont
il vire vers la couleur verte (a pH acide) et en bleue (a pH alcalin) La pente du milieu
est ensemenceée par strie longitudinale, réalisée a I'anse, a partir d'une suspension de la
culture solide en eau distillée stérile. Mettre a I'étuve 24 heures a 37°C. Aprés 24
heures, s’il y a une culture avec une alcalinisation du milieu (virage de l'indicateur au
bleu), la bactérie est de Citrate positive. S’il ya pas de culture et la couleur du milieu

inchangée, la bactérie est de citrate négatif. (Carbonnelle et al., 1988)

2.1.1.5.Test d'hypersensibilité sur tabac

Le test du pouvoir d'hypersensibilité d'une bactérie se pratique généralement
sur plant de tabac, ce test consiste a préparer une suspension bactérienne par
agitation d'un mélange de creme bactérienne avec eau distillée stérile dans un tube
a essai ; puis I’inoculer la feuille de tabac sur la face inferieure en injectant la
suspension dans la nervure centrale (Figure 04) observation des resultats a été
faite aprés 24 a 48 h.

Figure 03. Test d’hypersensibilité (origine 2023).
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2.1.1.6. Identification par galerie APl 20 NE

API1 20 NE. La galerie APl 20NE comporte 20 microtubes contenant des substrats
déshydratés. Les microtubes sont inoculés avec une suspension bactérienne qui
reconstitue les tests. Les réactions produites pendant la période d'incubation se
traduisent par des virages colorés spontanés ou révélés par I'addition de réactifs. La
lecture de ces réactions se fait a l'aide du Tableau de Lecture et Il'identification est
obtenue a l'aide du Catalogue Analytique ou d'un logiciel d'identification.

Nous avons complété I’identification des souches (BO. G12. U. RAl. RH2. RH3.
RH5. RH. RHP. S10. J2. RA) par cette galerie. 11 est vrai que la galerie APl 20NE n’pas
adaptée a I’identification des bactéries, mais nous avons juste considéré quelques

tests, en se basant sur les critéres utilisés dans 1’identification de cette espéce.

2.2.2. Tolerance a la température

La croissance a différentes températures a été réalisée par incubation des
souches inoculées sur TSA, a différentes températures de 32C°,37C° et 40C°, pendant
72 heure).

2.2.2. Tolérance au PH

La tolérance des souches bactériennes aux pH acides et alcalins est réalisée sur
milieu TSA ajusté aux valeurs de pH variables 5, 6, jusqu'a pH 10. Les plaques
inoculées ont été incubées a 28 ° C pendant 72 heures. (Hajjam. Y., L.T. Alami ., S. M.
Udupa ., S. Cherkaoui . 2016.)

2.3. Mise en évidence de I’activité enzymatique
Afin de déterminer la capacité des isolats a produire des enzymes plusieurs

enzymes ont été recherchées, telles que la protéase, cellulase, amylase phosphatase

lipase., le screening a été effectué par la méthode des spots a incubation a 30°C,
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2.3.1. Détermination de I’activité cellulasique

La présence de cellulase est révélée par le repiquage des souches sur milieu de
Carder (1986) qui contient en g/l: Na2HPO4 (6 g/l); KH2PO4 (3 g/l); NaCl (0,5 g/l);
NH4CI (1 g/l); Extrait de levure (3 g/l); Carboxyméthylcellulose (CMC) (7 g/l); Agar
(15 g/l). Les boites ensemencées sont incubées pendant 8jours (Carrim et al., 2006).

A la fin de I’incubation, une solution de rouge Congo préalablement préparée
a été dispersée sur toute la surface du milieu. Aprés cinq minutes de contact, ’excés a
été éliminé et les boites lavées a NaCl (1M). La présence d’une cellulase
extracellulaire se manifeste par I’apparition d’un halo clair autour des colonies
(Carrim et al., 2006).

2.3.2. Détermination de P’activité lipolytique

La recherche de I’activité lipolytique est réalisée Nous avons ensemence par
les méthode de spot les isolats bactriens sur le milieu des culture dont la composition
(9 I-1): peptone 10.0, NaCl 5.0, CaCz 2H20 0.1, agar 18.0, pH 7.4, additionné avec
tween 801% (v/v) Sierra (1957), le résultat positif est déterminé par la présence d’un

halo clair autour des colonies (Carrim et al ., 2006).

2.3.3. Détermination de ’activité protéasique

Le milieu de culture utilisé pour cette activité contient en g/l: Extrait de levure
(2,5); glucose (1) et Agar (15). Apres autoclavage pendant 20 min a 120°C., d’une
solution de lait écrémé a été ajouté au milieu de culture.

L’activité protéolytique se traduit par I’apparition d’un halo claire autour des
colonies (Bach et Munch, 2000).

2.3.4. Détermination de P’activité amylolytique
Le test qui indique Pactivité amylolytique a été réalisé sur une gélose a base

d’amidon. Le milieu contient en (g/l): KNOs (0,5); KoHPO4 (1,0); MgSOas (0,2);
CaCl, (1); FeClz (0,001); amidon soluble (10,0); Agar (15). Le pH a été ensuite ajuste
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a 7,2 et le milieu autoclavé a 121°C pendant 20 min. Un ensemencent du milieu par la
méthode des spots a été effectué pour chaque isolat.

A la fin de I’incubation, une solution de lugol (Annexe 2) préalablement
préparée a été dispersée sur toute la surface du milieu. Aprés cing minutes de contact,
I’exces a été éliminé et les boites lavées a 1’eau distillée. La présence d’une cellulase
extracellulaire se manifeste par I’apparition d’un halo clair autour des colonies
(Carrim et al., 2006).

2.3.5. Détermination de la capacité de Solubilisation des phosphates

La capacité de solubilisation des phosphates des bactéries isolées est testée
selon la méthode décrite par Nautiyal (1999) sur un milieu NBRIP (Annexe 1)
contenant 0,5% de phosphate tricalcique (Cas3(POs)2) comme source de phosphate
insoluble (Pikovskaya, 1948).

Nous avons ensemencé des isolats bactériens sont déposes en spot a la surface
du milieu solide. La capacité de solubilisation est évaluée par la formation d’un halo
transparent autour de la colonie. Aprés 7 jours d’incubation, le diamétre du halo de

solubilisation est déterminé en soustrayant le diametre de la colonie du diamétre total.

2.4. Recherche des antagonistes in vitro

Cet essai a été effectu¢ pour la recherche d’activité antagoniste de deuze
isolats bactériens sélectionné vis-a-vis de champignon phytopathogene Fusarium

oxysporum f.sp. pisi (FOP)) par une confrontation directe.

Les deuze isolats jeunes dgées de 24 heures, testées pour I’inhibition de la
croissance mycélienne. Ont été ensemencé sur cing milieux de culture solide PDA ;
TSA. Ou la creme bactérienne quatre spots bactériens au périphérique de la boite de
pétri a 2cm de centre de la boite. Par la suite les disques de 5mm de diamétre du
champignon phytopathogéne agées de 7 jours ont été également déposé au centre de
la boite de pétri, a été déposé apres 72h de I’incubation des bactéries antagoniste, et

toutes les boites ont été incubé a 28°C.
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Pour estimer I’activité¢ antifongique nous avons déposé des disques pour
chaque champignon testé seul comme des témoins sur d’autre boites. L’essai a été

réalisé en deux répétition

La lecture des résultats a €té fait par la mesure de la distance parcourue par le
mycélium de I’isolat fongique en direction de I’antagonisme bactérien a I’aide d’un
pied a coulisse. Le taux d’inhibition a été calculé selon Traivedi et al. (2008) conne

suit :

Taux d’inhibition (%) = (R témoin — R testé / R témoin)*100

R

% R témoin : distance de la croissance radiale du mycélien de 1I’isolat témoin
7

% R testé : distance de la croissance radiale du mycélium de I’isolat fongique en

présence de bacteérie.

2.4.1. Dispositif expérimental

Pour I’essai de I’antagonisme in vitro, nous avons opté pour un dispositif en

randomisation total a deux facteurs etudié et deux répétitions :

+ Correspond aux souches bactériennes avec douze niveaux (BO. G12. U. RAL.
RH2. RH3. RH5. RH. RHP. S10. J2. RA).
+ Correspond au milieu de culture avec deux niveaux TSA ; PDA.

2.5. Biostimulation de la croissance des radicale et des tigelles du haricot

(Phaseolus vulgaris L.)

Les graines du haricot (Phaseolus vulgaris L.) sont mises a germer dans des boites
de Pétri. Les boites sont remplies de sable humide stérile de 1cm de hauteur. Quatre
grains désinfecté HgCl, du haricot et mis dans des suspensions bactériennes
respective pendant 3 h, puis quatre grains sont déposes sur les sable, espacées de
maniére a éviter un chevauchement des racines. Les boites étiquetées, sont ensuite

placées a la lumiére a une température ambiante. Nous avons considéré une graine
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germée lorsque 1’émergence et la croissance de la radicule se manifestent (Dussert et
al., 2002).

Nous avons proceédé en une séparation des parties aériennes et souterraines,
puis les radicales et les tigelles ont été mesurées separément a I’aide d’une regle

graduée.

2.6 Dispositif expérimental

Pour I’essai de I’antagonisme in vitro, nous avons opté pour un dispositif en

randomisation total a un facteur étudié et quatre répétitions :

+ Correspond aux souches bactériennes avec douze niveau BO. G12. RAL. RH2
RH3. RH5. RH. RHP. S10. J2. RA et TMB.

2.7. Analyse statistique

L’analyse statistique des résultats a été basée sur I’analyse de la variance
(ANOVA) a été réalisée en considérant 1’essai aléatoire a 1’aide du logiciel stat box
végétal 6,9 version d’essai. La comparaison des moyennes est établie par le test de

Nexaman-Keuls au seuil de risque d’erreur de 5%.
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Chapitre 03 : Résultats et discussion

3.1 Résultats

3.1.1 Identification des isolats bactériens

Selon les résultats représenté dans le tableau 1, d’aprés le test KOH qui permet de savoir
Gram positive des négative ce test est confirmé par la coloration de Gram ; les isolats RA1 et
S10 sont des Gram positive les autres sont des Gram négatives. Selon le test de mobilité la
présence de flagelles réaction positif toutes les bactéries ont été utilisées mobilité, sauf que
BO; RH2. Les isolats U et RH5 sont a citrate négatives ne se développent sur le milieu Citrate
de simone car la couleur du milieu ne vire pas au bleu et les autres sont des citrates positive.

Pour le test d’hypersensibilité seule 1’isolat U qui a une réaction positive (Tableau 01).

Tableau 01 : Représenté les résultats relatifs a I’identification des isolats bactériens

BO| J12 U | RA1 |RH2| RH3 |RH5| RH | RHP | S10 | J2 |RA

KOH | + - + - + + + + + - + +
C.Gram| - + - + - - - - - + - -
mobilité| - + + + - |+ + + |+ + + +
Citrate
de - - + - - - + - - - - -
simone
TSI - + + + + + +
HR - - + - - - - - - - - -

(+) Réponse positive ; (-) Réponse négative |

Figure 04: Résultats du Test Mobilité (A°et du test de Citrate de Cimone (CIT) (B)
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Selon les résultats de la galerie API 20 NE représenté dans le tableau 2 ; pour les tests

conventionnels, seule quatre isolats BO ; RA1 ; RH2. RH3 réduit le Nitrate trois isolats RAL ;

RH2.RH3, et pour test tryptophane seule RH5 est positif ; RH2.et RH3utilise le glucose dans

les conditions d’anaérobiose ; pour I’ADH seule RHS est négatif ; tous les isolats sont urease

positif ; Pour le test esculine deux isolats RH et RH3 sont négatifs ; trois isolats RA1 ; RH2.

RH3 sont gélatine positifs ; pour PNG les isolats BO ; U ; RH5 sont negatifs. Pour les test

d’assimilation les résultats sont variable

Tableau 02 : resultats de la galerie APl 20 NE

n
= % — AN ™ Lo o
S EEINHEEEEE
NO3 R
TRP -l - - - - -] - -
GLU i I R R B I T IR
ADH | + | + | + | + | + |+ | - | + | +
URE | + | + | + | + | + | + | + | + | +
ESC + |+ |+ |+ |+ - |+ ]| -]+
GEL S IR R I B I e e
PNG I AT R N I IR B B
GLU [+ | + | + | + |+ |+ |+ |+ ]|+
ARA | - | - | + | + |+ |+ |+ |+ |+
MNE | - |+ | + | + |+ |+ |+ |+ ]|+
MAN | - | + | + | + |+ |+ |+ |+ ]|+
NAG |+ | + | + |+ |+ |+ |+ |+ ]|+
MAL | - | - | + |+ |+ |+ |+ |+ ]|+
GNT | - + |+ |+ |+ |+ |+ |+
CAP | + | + | - | - |+ |+ |- |-/|-
ADI + | - -] -1 - + | + | -
MLT | - |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ ]|+
CIT + |+ |+ |+ |+ |+ |+ ]| -
PAC I I I I T B I

(+) Réponse positive ; (-) Réponse négative
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3.1.2 Test de Température et du pH

Selon les résultats représenté dans le tableau 3 pour les températures testés ; tous les isolats
résiste au les trois températures testés test élevée, de méme pour le pH

Tableau 03 : Résultats de test de Température et du pH

pH Température C°
516 |7 |89 |10]| 32 | 37 40
+ + + + + I T

Bo
I I I o o e I I

J12
+ + + + + + |+ | |

U
+ + + + + + |+ | |

RA1
+ + + + + + + + +

RH2
+ + + + + + | +++ + +++

RH3
+ + + + + + | +++ + +++

RH5
+ + + + + + | +++ + +++

RH
+ + + + + + | | At |

RHP
+ + + + + + | | At |

RA
++ | ++ | + + + + | | At |

S10
+ + + + + + | | At |

J2

(+) Réponse positive ; (-) Réponse négative

3.1.3 Résultats de I’activité enzymatique

D’aprés les résultats de 'activité enzymatique des isolats testés ; les isolats BO ; RH5 ;
RHP ont une activité positive pour tous les enzymes cherchées ; de méme pour les isolats
RH; RH3 sauf pour la cellulase qui est négative ; I’isolat J12 produit la phosphatase ;
protéase ; et la cellulase ; I’isolat U produit la lipase ; protéase ; et le cellulase les isolats
RA1 ; RH2 ne produisent que le protéase (Tableau 04).

Tableau 04 : Résultats de 'activité enzymatique des isolats testés
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souches Lipase | Amylase |phosphatase| protéase | cellulase
+ + + + +
Bo
- - + + +
J12
+ - - + +
U
- - - + -
RA1
- - - + -
RH2
+ + + + -
RH3
+ + + + +
RH5
+ + + + -
RH
+ + + + +
RHP

(+)activité positive ; (-) activité négative

Amylase Lipase

Figure 05: Résultats de 'activité enzymatique des isolats testés

3.1.4 Recherche des antagonistes vis-a-vis de Fusarium oxysporum f.sp. pisi (FOP)) par
une confrontation directe in vitro

Les résultats de test d’antagonisme in vitro des huit isolats bactériens, vis-a-vis de
Fusarium oxysporum f. sp. Pisi (FOP), a été réalisé sur deux différents milieux de culture PDA

et TSA pour la confrontation directe. (12, 14, 15, 16, 18)
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L'analyse de variance, realiseé sur les résultats obtenus; a révéle une différence
significative pour les deux facteurs étudié (P : 0,005), l'isolat RA sur le milieu PDA et BO sur
le milieu TSA ont enregistré les meilleurs le taux d’inhibions avec une moyenne de I'ordre
de 67.5 et 66.1 % respectivement, qui a été classé dans le groupe (a) le plus faible taux a été
enregistré par J12 RA sur le milieu PDA avec un taux de l'ordre de 51.25%. Les autres
isolats ont été classé dans le groupe (ab) quel que soit le milieu de culture avec des taux qui

varie entre 64.5 et 53.75 % (Figure 06).

HTSA EPDA
80.00

70.00 —a ab®

60.00 5 by Abgp BT
50.00
40.00
30.00
20.00
10.00

0.00

Bo RH RA

Isolats bacteriens

Taux d'ihibition (%)

Les valeurs suivies de la méme de la lettre appartient au méme
groupe homogeéne, selon le test de
Newman-keuls (o = 5%).

Figure 06: Taux d’inhibition des souches bactériennes vis-a-vis Fusarium oxysporum f. sp.
pisi (FOP) sur les milieux TSA et PDA

3.1.5 Biostimulation de la croissance des radicale et des tigelles du haricot (Phaseolus
vulgaris L.)

Aprés la germination de la semence du haricot, nous avons mesures la longueur des

radicules et la hauteur de partie aérienne et les résultats sont représentés ci-dessous
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3.1.5.1 Hauteur des tigelles

L'analyse de variance réalisé sur les résultats de la hauteur de la partie aérienne a
montré une différence significative (P : 0,000), la hauteur la plus élevé a été enregistré pour
les bactéries RH5 d'une longueur de 5,5 mm, et classé dans le groupe homogene (a), suivi
par J2 avec une moyenne de 5 mm, le témoin non bacterisé et les isolats RH3. J12. RHP, ont
enregistré des moyennes qui varie entre 4 et 3.3 cm, et classé dans le groupe (abc). Dans le
groupe (bc) sont classé les isolats S10 et RA avec des moyennes de I’ordre respective del.9
et 2 cm. En fin dans le groupe (c) ; sont classé les isolats RAL ; BO ; RH ; RA2 avec des

moyennes qui varie entre 0.5 et 1.5 cm (Figure 07).

9.000
8.000

ab

7.000 abc
a
6.000 abe
5.000
abc abc
4.000
3.000 bc bc
2.000 c c
C

1.000 i i c i
0.000 ii

J2

BO J12 RA1 RA2 RH3 RH5 RH RHP S10 RA  TNB

Longueur de la parti aerienne

Isoltas bacteriens et témoin non bacterisé(TNB)

Les valeurs suivies de la méme de la lettre appartient au méme groupe
homogeéne, selon le test de Newman-
keuls (o = 5%).

Figure 07: représenté les mesures métrique de la hauteur de la partie aérienne

3.1.5.2 Longueur des radicale

L'analyse de variance réalisé sur les résultats de la longueur des radicules a montré une
différence significative (P : 0,025), la plus longue a été enregistré pour I’isolat RH5 avec une
longueur de 21.6 cm, la plus faible longueur a été enregistré par RHP avec une moyenne de
I’ordre 10.2 cm. Les autres isolats ont été classés dans le groupe (ab) avec de moyennes qui
varie entre 11.7 et 19.1 cm (Figure 08).
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Figure 08: représenté les mesures métrique des radicules
4. Discussion

Dans notre étude, nous somme intéressées a la flore bactérienne rhizosphérique
précisement qui colonisent la rhizosphére de culture du haricot (Phaseolus vulgaris)
(Laghouat) pour la sélection des bactéries afin de sélectionner les isolats les plus efficaces et

résistants aux stress environnementaux biotique et abiotique,

La caractérisation phénotypique des isolats montre une diversité des isolats retenu,
parmi les douze trois sont des Gram positifs, seule deux ne sont pas mobile ; pour le test
hypersensibilité 1’isolat U a montré une réaction positive ; pour les autres tests nous avons
observé une fluctuation des résultats obtenu qui nous non pas permettre une identification
méme partielle. Tous les isolats étaient tolérants a une acidité, une alcalinité, entre au pH 5 a

10 et des températures élevées jusqu’a 40 ° C.

Plusieurs études ont montré I'importance d'étudier la capacité des isolats de Phaseolus
vulgaris ainsi que la tolérance aux contraintes environnementales. Cette capacité est un

avantage pour une souche pour survivre sur l'autre dans un environnement de sol extréme
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(Hajjem et al ,2016). Selon Ouslim et al. (2019), les résultats de I'analyse physiologique dans
L’ouest Algérie ont révélé que la plupart des souches Phaseolus vulgaris étaient mésophiles et
croissaient a des températures variant de 32 a 40 ° C, elles étaient aussi tolérantes a un Ph
variant de 5 a 9, les différents résultats indiquent que les rhizobiums pouvaient tolérer un pH
de 4,5 a 9. Mustapha et al. (2020) rapportent que tous les isolats dans deux régions au Maroc
(Doukkala et Zaer) ont développé dans une gamme de pH de 6,5 a 7,5, mais aucun n'a poussé
dans des milieux avec des valeurs de pH inférieures a 6 ; trente-cinq pourcent n'ont pas réussi

a croitre a pH 8 et quatre-vingt-dix-huit pourcent n'ont pas grandir a pH9.

Les résultats des différentes activités enzymatiques de tous les isolats nous a permis de
constatéque RH. RH5 ; BO ont des activités amylolytique, lipolytique, protéasique ;

cellulasique et la solulibisation du phosphate.

Certaines souches de PGPR ont la capacité a dégrader les parois cellulaires fongiques
a travers la production d’enzymes hydrolytiques tels p-1,3-gluacnase, exo et
endopolygalacturonases, pectinolyases, cellulases et chitinases (Rabhi, 2011). La cellulase est
largement utilisées la dégradation des débris de plantes, des parois cellulaires fongiques,
I'inhibition de la germination des spores, de 1’élongation du tube germinatif et de la croissance
fongique, ainsi que dans le biocontréle des pathogeénes et des maladies de plantes (Bhat,
2000).

Concernant I’activité antagoniste vis a vis de Fusarium oxysporum f. sp. pisi (FOP), le
taux d’inhibions varies de 51.25% et 67.5 la meilleur activité a été entrgisté par isolats RA. En
plus de I’action des antibiotiques, ou les siderophores, des substances volatiles, des enzymes
sont connues comme agents principal dans la réduction de la croissance des agents
pathogenes, (Alwathnani et Perveen, 2012 ; Liu, 2015)

La présence de I’activité amylolytique chez les bactéries productrices d’amylase dans
le milieu de culture, se manifeste par la formation d’une zone d’hydrolyse claire autour des
colonies ensemencées par spots Les amylases sont des enzymes qui hydrolysent I’amidon ou
le glycogene. Elles peuvent dériver de plusieurs sources comme les plantes, les animaux et les
microorganismes, ces derniers sont plus favorisés grace a leur large disponibilité et leur
production volumineuse a I’échelle industrielle (Vidyalakshmi et al., 2009). Le phosphore (P),
deuxiéme élément nutritif important pour la croissance des plantes aprés l'azote, est
abondamment disponible dans les sols sous forme inorganique et organique. Le P insoluble

est présent sous la forme d'un minéral inorganique tel que l'apatite ou sous forme de plusieurs
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formes organiques comprenant [l'inositol phosphate, les phosphomonesters et les
phosphotriesters. Pour surmonter la carence en P dans les sols, il existe des applications
fréquentes d'engrais phosphatés dans les champs agricoles (Munees, 2013).

Pour la biostimulation de croissance des plantules post germination du haricot
(Phaseolus vulgaris), les résultats relatifs a la hauteur de la partie aérienne, et la longueur de
radicule ont montré que RA et J12 ont enregistré la meilleure activité par rapport aux autres
isolats. L’adsorption des bactéries a la racine résulte d’interactions physico-chimiques et
biologiques entre les bactéries et la racine (Lemanceau, 1992). Cette seule colonisation peut
entrainer une occupation de sites suffisantes pour empécher la croissance des pathogénes
(Kamilova et al., 2005). Plusieurs bactéries considérees comme PGPR produisent des auxines
comme une partie de leurs métabolismes. A titre d'exemple l'auxine acide indole 3acétique
(AIA) joue un rdle trés important dans la régulation de la croissance des plantes, il affecte
principalement les racines de ces derniéres, leurs dimensions, le nombre des ramifications
racinaires et ainsi la surface racinaire en contact avec le sol (Jha et Saraf, 2012). Les
cytokinines ; les gibbérellines, I'acide abscicique et I'éthyléne constituent également d'autres
groupes de phytohorones bactériennes impliquées dans la promotion de la croissance des
plantes (Morrone et al ., 2009 ; Reddy, 2014 ; Endo et al ., 2014) .
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Conclusion

Il a conclu que toutes les bactéries ne sont pas nocives, car plusieurs bactéries
présentes dans le sol contribuent a la croissance et a la germination des graines.

Nous sommes commencés par au test KOH et avons confirmé avec le
Coloration de Gram que RALl ; S10 Gram+ et les autres bactéries étaient négatives,
mais dans le test Mobilité et citrate de simon et TSI et HR, toutes les bactéries ont
été utilisées, a I'exception de BO.

Pour températures testés ; tous les isolats résistent au températures 40°°C, de
méme pour le pH 5 et 10

Pour I’activité enzymatique des isolats testés ; les isolats BO ; RH5 ; RHP ont
une activité positive pour tous les enzymes cherchées ; de méme pour les isolats RH
; RH3 sauf pour la cellulase qui est négative ; I’isolat J12 produit la phosphatase ;
protéase ; et la cellulase ; I’isolat U produit la lipase ; protéase ; et le cellulase les
isolats RA1 ; RH2 ne produisent que la protéase

Concernant D’activité antagoniste, le taux d’inhibions le plus élevé avec une
moyenne de 67.5 % et le taux le plus faible d’inhibition de 51.25%, I’isolats RA

Pour la biostimulation de croissance des plantules post germination du
haricot (Phaseolus vulgaris), que RA et J12.
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Annexe 1



Principaux milieux de culture
* Milieux de king B

-king B 379

-glycérol 10 ml

-eau distillé 1000ml

* Milieux de PDA

-Extrait de pomme de terre 200g
-glucose 20g

-agar_agar 18g

-Eau distillé 1000ml

* Milieu de TSA
-TSA(trytic_soy agar)
-TSA40g

-Glycine 10 ml

-Eau distillé 1000ml

* Milieu de BHI
-BHI 52g
-Glycine 10 ml

- Eau distille 1000ml

* Milieu MH

-MH38G



-Eau distille 2000ml

* Milieu PVK
-Glycose 10G
-Ca3(co4) 5¢
-(NH4) 2 So4 0.5g
-Nacl 0.2g

-Mgso4 7Ho2 0.1g
-Kcl 0.2G

-Extrat de leure 0.5g
-Fe SO4 7H20 0.002g
-Mn So4 H20O 0.002g
-Agar 15¢g

- Eau distillé 1000 ml

*Milieu de Mueller Hinton Broth
- Mueller Hinton Broth 23g
- agar-agar 17g

- Eau distillé 1000ml

* Milieu GN
-28g Gylouse Nutritif

-Eau distillé 1000mL

*MILIEU DE AMYLASE
-Peptone 0.5 g/i

-Extrait de leveur 0.1g/1



-Glucose 19/l
-Amidon 2g

*Milieu de Lypase
-Peptone 10 g/l

-NACL 5 g/L
-CACL2_2H20 0.10g/l
-Agar 20g/I

-Tiven 20g

-Eau distillé 1000ml

*Milieu de HCN
-TSA 40g
-Glycine 4.4g

-Eau distillé 1000ml

*Milieu de AIA
-TSB ¢
-Tryptophane 0.29

-Eau distillé 1000ml



	PH :   Potentiel hydrogène

