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A l'échelle mondiale, I'agriculture est mise au défi de produire durablement des aliments
suffisants, slrs et sains pour la population mondiale croissante (Yadav et al. 2020). Les
systémes agricoles et I'adaptation de l'agriculture aux changements climatiques doivent étre
abordés pour une agriculture efficiente a l'avenir. Pour I'Algérie, les principaux problémes
agricoles entrainant une faible production agricole sont a) des changements progressifs des
conditions environnementales et climatiques (notamment la sécheresse), b) une diminution de la
fertilité des sols, et ¢) une mauvaise maitrise des techniques agricoles en général et la
fertilisation en particulier (Bencheikh et al. 2017). Remédier a ces problemes nécessite une
utilisation intensive de produits chimiques, notamment des engrais et des pesticides chimiques
pour améliorer les rendements des plantes. Cependant, la continuation de 1’utilisation de ces
produits chimiques pour assurer la fertilité des sols et les nutriments des plantes affectera
négativement la santé humaine et du sol et détruira les écosystemes naturels(Zerrouk et al.
2019).

Récemment de nouvelles approches ont été proposees, elles pourraient assurer la durabilité des
systémes agricoles et 1’amélioration de la productivité des plantes face aux contraintes
environnementales et aux changements climatiques (Gupta et al. 2018). Dans ce contexte, la
valorisation des ressources génétiques microbiennes (le microbiome végétal et spécialement le
microbiome rhizospheérique bénéfique aussi appelé PGPR dont les rhizobiums) et 1’application
des voies biotechnologiques modernes et innovantes sont considérées comme des outils
promettants pour fournir des avantages substantiels a I'agriculture (Chen et al. 2018). Ce
microbiome est capable de soutenir la croissance, la nutrition et la santé des plantes par
plusieurs modes d’action (Rahmoune et al. 2017), dont les plus importants sont : la fixation de
l'azote atmosphérique, la facilitation de I'absorption des nutriments, la solubilisation du
phosphore, du potassium et du fer, ou la production de phytohormones (Zerrouk et al. 2020).
De plus, Il peut favoriser la croissance des plantes en diminuant les effets des micro-organismes
pathogenes via la production de plusieurs métabolites, dont les sidérophores et le HCN et de
nombreuses enzymes. Le microbiome végétal, en particulier le PGPR, peut jouer un role
important dans I'amélioration de la santé des plantes et de la fertilité des sols, la gestion du stress

et I’élicitation des substances naturelles (Rahmoune et al. 2017).

Les rhizobiums, l'un des principaux groupes de PGPR et 1'un des bactéries les plus
anciennement connu. Elles sont des bactéries a Gram négatif qui peuvent former des nodules
racinaires chez les légumineuses et établir avec eux une symbiose pour fixer l'azote
atmosphérique (Mhatre et al. 2019). Les rhizobiums, comme tous les PGPR, peuvent jouent un

role essentiel dans I’amélioration de la productivité des cultures et leurs processus sont cruciaux



pour la croissance des plantes et comprennent la fixation de lI'azote (N), la solubilisation du
phosphate (P), la production de substances favorisant la croissance des plantes (antibiotiques,
métabolites, hormones, etc.) et la dégradation des tissus végétaux et des pathogenes ainsi que
des polluants (Berg, 2009).

Bien que l'utilisation de PGPR et des rhizobiums puisse améliorer la production des plantes, les
applications dans le monde réel sont toujours limitées par des méthodes de recherche peu
efficaces. Les analyses génomique récentes des microbiomes des végétaux et les collections de
cultures indépendantes ont facilité le développement des bioengrais et de plusieurs
communautés bacteriennes artificiellement construites, appelées communautés synthétiques
(SynComs) qui ont fourni des méthodes hautement efficaces pour appliquer et valoriser les
PGPR dans I’amélioration de la santé et la croissance des plantes (Carlstrém et al., 2019). Ces
bioengrais sont effectués artificiellement, en utilisant les techniques d’encapsulation par les
polysaccharides. Un bioengrais peut contenir une ou plusieurs souches sélectionnées dans des

milieux bien définis (Jishma et al. 2019).

Ainsi, le présent travail s’inscrit dans le but de valoriser les ressources en rhizobium dans
I’agriculture.
Pour ce faire,ona:

v" Isoler des nouvelles souches rhizobium a partir de la rhizosphére de la feve (Vicia faba) ;

v’ Caractériser morphologiquement et biochimiquement les isolats ;

v' Formuler des bioengrais a base de ces souches rhizobiums, en utilisant la technique
d’encapsulation dans I’alginate ;

v’ Evaluer le potentiel des bioengrais sur la germination des graines de Zea mays

Ce travail s’articule autour de trois grandes parties :

e La premiére partie est une revue de la littérature qui donne une présentation générale des
PGPR et des rhizobiums et leurs modes d’actions bénéfique sur les plantes, ainsi que des
généralités sur les engrais et la formulation de bioengrais a base de PGPR et de
rhizobiums

e Ladeuxieme, décrit le matériel et les méthodes utilisés durant notre travail.

e Et, la troisieme décrit tous les résultats obtenus et les discute en les comparants avec
d’autres travaux dans cet axe de recherche.

Une conclusion générale est donnée a la fin du présent travail en tirant les principaux résultats

obtenus et quelques perspectives ont été suggerées
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Chapitre I:
PGPR et Rhizobium



Chapitre 1 PGPR& Rhizobium

Généralités et définitions
1.1.Rhizosphére
Le terme rhizosphére du grec « rhiza : racine » et « sphera : ce qui entoure » a été utilisé
pour la premiere fois par Lorenz Ailtner, (1904). La rhizosphere est la zone du sol entourée par
les racines et influencée par leurs exsudats. Elle est définie aussi comme la couche de sol qui
adhére fermement aux racines des plantes. Elle est le siege de nombreux processus physico-
chimiques induits par 1’activité racinaire (Bravin, 2008).
1.2.Microbiome
Ensemble des microbes (bactéries, archées et champignons) dans un environnement
particulier (par ex: Rhizosphére, phyllosphere...). Elle fait référence a la taxonomie et a

I'abondance des membres de la communauté (Schlaeppi et Bulgarell, 2015).

1.3.Microbiome rhizosphérigue ou rhizobactéries

Les bactéries présentes dans la rhizosphere, appelées aussi bactéries rhizosphérique,
peuvent s'installe a l'intérieur (endo) ou a I'extérieur (exo) des racines de toutes les espéces
végétales. Ces bactéries peuvent étre soit bénéfiques et ont une relation de symbiose avec les
racines de la plantes, soit sont des bactéries pathogénes et vivent en compétition avec les
bactéries bénéfiques pour les plantes. Selon plusieurs chercheurs les plantes consacrent plus de
20% de ses réserves en carbone pour recruter et pour attirer que des bactéries bénéfiques pour
elles (Berg et al. 2016).

1.4.Plant Growth-Promoting Rhizobacteria (PGPR)
Ce sont les bactéries qui colonisent la racine de la plante et agissent comme une source
supplémentaire d’hormones et de vitamines de croissance qui sont trés utiles pour améliorer la
croissance et le rendement des plantes. Ces bactéries non-pathogenes possedent un effet

inhibiteur sur les agents pathogenes des plantes (Berg et al. 2016).

Les PGPR ont des applications diverses dans I'agriculture, I'horticulture et la foresterie.
Elles sont utilisées comme biofertilisants, bioinoculants et agents de lutte biologique, avec un
potentiel pratique damélioration (Reddy 2014). Ces rhizobactéries bénéfiques peuvent
améliorer la germination des graines, la croissance des racines, des pousses, le rendement,
I'absorption des nutriments, la tolérance au stress des plantes et sont capables aussi de contrdler
plusieurs maladies (Schlaeppi et Bulgarell, 2015).

Les PGPR comprennent plusieurs genres de bactéries tel que : Arthrobacter,
Azospirillum,  Azotobacter, Bacillus, Bradyrhizobium, Burkholderia, Cellulomonas,
Clostridium, Enterobacter, Flavobacterium, Micrococcus, Paenibacillus, Pseudomonas,

Rhizobium et Sinorhizobium (Egamberdieva et al. 2013).
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2. Rhizobiums
2.1.Définition
Le terme de rhizobium, ou bactérie des nodules racinaires, est le nom collectif commun
pour diverses bactéries rhizosphérique symbiotiques et généralement sont capable de fixer
l'azote atmosphériqueet induire des nodules (Fig. 1) racinaires et/ou des tiges sur les
Iégumineuses, tel que le pois, le haricot, la féve, I’arachide, le tréfle, la luzerne... (Saad et al.
2020).A I'intérieur des nodules, les cellules de ces bactéries se différencient en bactéroides, qui
sont des cellules polymorphes avec des parois cellulaires modifiées, entourées d'une membrane
cellulaire végétale pour former une structure appelée symbiose. Cette structure fournit les
conditions qui permettent la fonction de la nitrogénase, lI'enzyme qui réduit I'azote élémentaire
en ammoniac dans les bactéroides. De cette association, les légumineuses et les rhizobiums
peuvent bénéficier : les plantes hétes fournissent aux rhizobiums des acides C4-dicarboxyliques
comme source de carbone et d'énergie, et les rhizobiums offrent aux plantes des nutriments
azotés produits en réduisant I'azote atmosphérique et en l'incorporant a des acides aminés tels
que l'alanine (Poole et Allaway 2000).
Les rhizobiums partagent également de nombreuses caractéristiques avec les autres
PGPR. En fait, ces bactéries peuvent solubiliser les phosphates organiques et inorganiques,
solubiliser le potassium et le zinc, produire des phytohormones, des sidérophores et du HCN et

elles peuvent aussi produire des enzymes hydrolytiques (Mueller et Sachs, 2015).

Figure 1 : Nodules des racines et des tiges de légumineuses induits par les rhizobiums
(Chen et Wang 2014).
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2.2. Rhizobium et fixation biologique de I'azote

La fixation de l'azote est I'un des processus biologiques les plus importants sur Terre, se
classant de prés derriere la photosynthese. Contrairement a la photosynthese, la fonction de
fixation biologique de I'azote (FBA) est limitée a un petit nombre de procaryotes. Bien que
I'azote représente environ 78 % de lI'atmosphére, cet azote gazeux (N2) est chimiquement inerte
en raison de ses triples liaisons, et sa réduction est une procédure colteuse en énergie (Sylvia et
al. 2005).Par conséquent, lI'azote est toujours le nutriment le plus limité dans le sol pour soutenir
la croissance des plantes.En général, la FBA peut étre réalisee par des diazotrophes libres, par
des rhizobiums symbiotiques et par des bactéries diazotrophes endophytes. La quantité globale
de N fixée par les bactéries dans les systémes agricoles et naturels est d'environ 122 Tg N par an
(Lindstrom et Mousavi, 2020).Par conséquent, les rhizobiums sont I'une des bioressources les

plus importantes.

2.3. Description et Taxonomie
A ce jour, tous les rhizobiums décrits sont des batonnets a Gram négatif, non sporulés, se
déplacant avec un ou plusieurs flagelles polaires ou péritriches. Taxonomiquement, ils sont
répartis dans environ 100 espéces de 15 genres appartenant aux classes Alphaproteobacteria et

Betaproteobacteri

3. Role potentiel des PGPR (rhizobium) dans I'amélioration des plantes
Les souches PGPR dont les Rhizobiums ont des applications diverses dans I'agriculture,

et I’amélioration des plantes. Il existe plusieurs rapports dans la littérature indiquant que les
PGPR pourraient étre prouvés comme une aubaine dans l'agriculture durable et biologique. Les
PGPR sont utilisés comme bioinoculants, biofertilisants et agents de biocontrdle, avec un
potentiel tres élevé.
Les souches PGPR peuvent favoriser la croissance et le développement des plantes
principalement par les actions suivantes :

+ Fixation biologique de l'azote ;

+ Solubilisation des phosphates minéraux, des potassiums, zinc et autres nutriments ;

+ Production de phytohormones ;

+ Production de sidérophores qui chélatent le feret le rendre disponible pour la plante ;

+ Production des sidérophores et du HCN.

3.1.Fixation d’azote
Les PGPR et notamment les rhizobiums (voir 2.2.) facilitent la croissance et le développement
des plantes directement par I’apport d’azote aux plantes grace a la fixation de ’azote. L’azote

(N) est I'un des principaux nutriments des plantes, devenant un facteur limitant dans les
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écosystemes agricoles en raison des grandes pertes dues aux précipitations ou a la lixiviation des
minéraux. L’azote est un élément essentiel pour toutes les formes de vie — une condition de base
pour la synthése des acides nucléiques, des protéines et d’autres composés azotés organigques.
Malheureusement, aucune espece végétale n’est capable de fixer le diazote atmosphérique dans
I’ammoniac et de le dépenser directement pour sa croissance. Ainsi, les plantes dépendent de la
fixation biologique de I’azote (BFA). Les PGPR peuvent fixer la N2 atmosphérique de maniere

symbiotique ou non symbiotique (Mehmood et al. 2018).

3.2.Solubilisation des phosphates et des potassiums

Le phosphore est le deuxiéme nutriment important et limitant la croissance des plantes
aprés ’azote, il est largement disponible dans le sol sous deux forme organique et inorganique
(khan et al., 2009). Mais, les plantes sont incapables d'utiliser le phosphate car 95 a 99% de
phosphate présents sous la forme insoluble, immobilisée et précipitée. La solubilisation du
phosphate par PGPR joue un réle important dans la conversion du P insoluble en P soluble et
assimilable par les racines des plantes (Salma, 2015).

Le potassium est le troisieme nutriment essentiel des plantes et joue un réle major dans
l'activation des enzymes, la synthése des protéines et la photosynthése. La concentration de
potassium soluble est généralement tres faible dans le sol. La capacité des PGPR a solubiliser
cet élément et le rendre disponible aux plantes pourrait fournir une technologie alternative dans

la fabrication des engrais(Mehmood et al. 2018).

3.3. Production des phytohormones

Les PGPR dont les rhizobuim produisent des phytohormones liées a leur capacité a
stimuler la croissance des plantes. Les hormones sont des composés organiques efficaces a tres
faible concentration ; ils sont généralement synthétisés dans une partie de la plante et transportés
vers un autre endroit. lls interagissent avec les tissus cibles pour provoquer des réponses
physiologiques,telles que la croissance ou la maturation des fruits. Les botanistes reconnaissent
cinq grands groupes d’hormones : les auxines, les gibbérellines, I'éthylene, les cytokinines et
I'acide abscissique (Salma, 2015).

AlA est une phytohormone qui est connu pour étre impliqué dans l'initiation des racines,
la division cellulaire et I'élargissement des cellules. L'auxine la plus active des plantes est I'acide
indole-3-acétique (AlA), qui stimule a la fois les réponses rapides (par exemple, augmentation
de I'élongation cellulaire) et a long terme (division et différenciation cellulaire) chez les plantes.
Il a été estimé que 80% des bactéries isolées de la rhizosphére peuvent produire les régulateurs

de croissance des plantes « AIA » (Mueller et Sachs, 2015).
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3.4.Production des sidérophores

Les micro-organismes ont la capacité de synthétiser des composés adaptés aux ions fer
présents dans la rhizosphére. Bien que le fer soit I'un des minéraux les plus abondants sur terre,
on constate que la forme oxydée du fer inorganique est Fe3 +, qui produit des composes presque
insolubles (tels que les oxydes, les phosphates). Pour I'obtenir, les organismes doivent produire
de petites molécules capables de chélater le Fe3 +, qui ont une forte affinité pour cet élément de
faible poids appelé sidérophores. Les sidérophores libérés par PGPR chélatent le fer minéral en
formant des complexes de fer solubles (Fe3 +) a l'aide de récepteurs spécifiques situés sur la

membrane cellulaire externe des bactéries (Gobatet al. 2010).

3.5. Production d’HCN
L'acide cyanhydrique (HCN) est un composé volatil qui s‘évapore rapidement dans l'air a des
températures supérieures a 28 ° C et se dissout rapidement dans I'eau. Il peut étre toxique pour
les humains et les animaux, et le degré de toxicité dépend de la consommation. Le cyanure est
un métabolite secondaire produit directement a partir de la glycine ou du cyanure dans la

rhizosphére de plusieurs micro-organismes (Meena et al.,2001).
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1. Généralités

Le sol est une matrice complexe dans laquelle de nombreux processus se déroulent en
méme temps. Les fonctions et les réactions du sol sont impératives pour comprendre le
comportement des nutriments dans le sol. Ces processus affectent la disponibilité des nutriments
pour les plantes. Les plantes ont besoin d'environ 18 nutriments comme l'azote, le phosphore et
le potassium essentiels a leur croissance et a l'achevement de leur cycle de vie.Lorsque la
culture est récoltée, ces nutriments ne sont pas remboursés au sol et les niveaux de ces
nutriments diminuent avec le temps. Cette diminution du niveau de nutriments affecte la culture
a la fois qualitativement et quantitativement. Désormais, ces nutriments doivent étre réemunérés
soit par le processus de décomposition naturelle (pourriture des plantes et des organismes), soit
en appliquant directement ces nutriments sous forme d’engrais (Zaman et al.
2019).L'application d'engrais doit s'avérer étre une pratique cruciale de I'agriculture pour nourrir
la population croissante. L'application d'engrais chimiques, est devenue une consécration pour
I'numanité. L'utilisation d'engrais chimiques aide a vaincre la faim et la mort dans de
nombreuses régions du monde.

2. Définition

Les engrais chimiques sont des amendements comprenant des nutriments nécessaires a
la croissance des plantes. Ces nutriments sont classés en nutriments primaires, nutriments
secondaires, micronutriments et éléments non minéraux. Les nutriments primaires et
secondaires sont mutuellement appelés macronutriments. Les macronutriments sont nécessaires
aux plantes en grandes quantités, tandis que les micronutriments sont nécessaires en plus petites
quantités (Riaz et al. 2020).

La fertilisation du sol peut se faire en ajoutant des formes nutritives organiques ou
inorganiques. L'utilisation d'engrais chimiques et organiques a ses propres avantages et
inconvénients dans le contexte de I'approvisionnement en éléments nutritifs, de la productivité
des cultures et de I'impact sur lI'environnement (Kaur, 2016). Bien que, les prérogatives de la
fertilisation doivent étre intégrées pour utiliser au mieux chaque type d'engrais et parvenir a une
gestion équilibrée des nutriments pour la croissance des cultures (Jen-Hshuan, 2006).

La fertilisation consiste alors a restituer au sol ce qu'il a perdu suite aux exportations
minérales par les plantes. Les techniques de fertilisation ne se limitent pas aux apports de
fumures. Elles visent également a améliorer la structure du sol par un bon drainage, une
irrigation bien conduite, des travaux de sol bien conduits appropriés et effectués dans de bonnes
conditions d’humidité du sol (Baldi et al., 2015).
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3. Engrais chimiques et leurs formulations
Les engrais chimiques sont fabriqués industriellement et disponibles dans de nombreuses
formulations sur les marchés. Les engrais chimiques a action rapide et a faible co(t, disponibles
dans le commerce, sont sous forme de solides (granulés, cristallins, poudre et pilules), de
pointes et de pastilles a libération lente, de liquides et de comprimés. Les engrais contiennent
principalement des nutriments majeurs (azote, phosphore et potassium) dans un rapport
specifique. Des engrais chimiques comprenant des micronutriments et des macronutriments

secondaires sont eégalement disponibles.

4. Effet des engrais chimiques sur les paramétres du sol
L'application des engrais améliore les nutriments, mais affecte également la santé du sol de
maniere positive ou négative. La santé du sol est decrite collectivement par les aspects
physiques, chimiques et biologiques du sol. Les engrais azotés contiennent de I'azote sous forme
d'ammonium, de nitrate et d'urée. Les plantes peuvent absorber I'azote sous forme d'ammonium
(NH4+) ou de nitrate (NO3—). Au moment ou une particule chargée est absorbée par les racines
de la plante, la plante décharge habituellement une particule avec des charges similairespour
maintenir un pH équilibré.Le carbone organique du sol (COS) et I'azote total ont diminué dans
les sols a faible pH (<7) en raison de I'application d'engrais chimiques. La séquestration du
carbone organique du sol contribue a I'amélioration de la fertilité des sols (Reddy et al. 2017).
L'azote total a été réduit davantage sous l'application d'engrais chimiques en raison de la
disponibilité rapide des nutriments a partir de ces sources. La diminution du COS et de l'azote
total résulte de la décomposition stimulée de la matiére organique dans le sol et les résidus de
culture en raison de l'application d'engrais.La conductivité électrique est la mesure du courant
électrique traversant une solution. La conductivité électrique a augmenté lorsque des engrais
chimiques sont ajoutés au sol. Un grand nombre de sels et de nutriments sont ajoutés dans le sol
avec l'application d'engrais inorganiques. Une augmentation des sels augmente la salinité qui

entraine finalement une augmentation de la conductivité électrique (Azizi et al. 2016).

Les engrais chimiques (azote, phosphore et potassium) affectent la diversité microbienne de
deux manieres. L'effet des engrais chimiques dépend du type, de la nature et de la composition

de la communauté microbienne (Rousk et al. 2010).

5. Biofertilisation
Les biofertilisants ou les fertilisants biologique sont définis comme des préparations
contenant des cellules vivantes ou des cellules latentes de souches efficaces de micro-

organismes qui aident les plantes cultivées a absorber les nutriments par leurs interactions dans
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la rhizosphere lorsqu'elles sont appliquées a travers les semences ou le sol. Ils accélérent
certains processus microbiens dans le sol et augmentent I'étendue de la disponibilité des
nutriments sous des formes facilement assimilables par les plantes (Annonym, 2008). Les
biofertilisants contiennent des microorganismes vivants qui colonisent la rhizosphére et
augmentent la disponibilité de nutriments et / ou stimulent la croissance des plantes. Ils ont un
grand potentiel en tant que sources supplémentaires, renouvelables et respectueuses des
nutriments des plantes. Les biofertilisants constituent des éléments importants dans la gestion

intégrée de nutrition des plantes (Kaur, 2016).

6. Types des biofertilisants

6.1. Composte
Le compostage est un processus de décomposition et de transformation « controlées » de
déchets organiques biodégradables, d’origine végétale et/ou animale, sous [’action de
populations microbiennes diversifiées (Mark, 2015). Les compostes sont principalement
utilisés en agriculture pour augmenter ou maintenir la concentration de matiére organique du
sol. Leur comportement apres incorporation au sol dépend de la stabilité de leur matiere
organique (MO) (Shafawati et Siddiquee, 2013).

6.2. Fumiers
Le fumier est une excellente source de nutriments pour les plantes, car la plupart de ce
gue mangent les animaux provient des plantes, et la plupart de ce que mangent les animaux
passe dans les excréments. Les propriétés physicochimiques et biologiques du fumier font un
amendement du sol vraiment incroyable (Mark, 2015). Selon Geérald et al., 2011, les fumiers

stimulent en quantité et en activité la biomasse du sol et augmentent la minéralisation de 1’azote.

6.3.PGPR comme biofertilisant

Les analyses et les collections récentes de plusieurs bactéries rhizosphérique ont facilité
le développement de bioengrais et de communauteés artificiellement construites et ont fourni des
méthodes hautement efficaces pour trouver et appliquer les PGPR pour promouvoir la santé et la
croissance des plantes (Kaul et al., 2021). Ces bioengrais sont effectués artificiellement, en
utilisant les techniques d’encapsulation par les polysaccharides. Un bioengrais peut contenir une
ou plusieurs souches sélectionnées dans des milieux bien définis (Jishma et al. 2019).
Cependant, un bioengrais de PGPR est un produit liquide, ou solide, contenant des
microorganismes bénéfiques (PGPR). Ces bioengrais sont obtenus par des procédés chimiques
tels que I’encapsulation. L'encapsulation de PGPR vivant dans un polymere approprié est une

approche émergente pour augmenter ses performances dans le domaine agricole. Ici, les cellules
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microbiennes vivantes sont immobilisées dans une matrice polymere sans perdre leur viabilité et
leurs propriétés (Upadhyay et al. 2012).Les formulations de PGPR peuvent avoir un meilleur
fonctionnement dans diverses conditions agricoles et environnementales en raison de sa
protection physique contre les conditions environnementales stressantes.Parmi les matériaux
utilisés pour I'encapsulation du PGPR, l'alginate de sodium qui est le matériau le plus préféré
car il forme des billes instantanément en présence de cations polyvalents. L'alginate de sodium
est également un matériau biodégradable qui n'est pas toxique pour l'environnement. Cela a
également été décrit comme ayant la capacité de libérer progressivement les rhizobactéries

piégées dans le sol (Fernando et al., 2005).

6.4.Application et commercialisation des bioengrais de rhizobium

L'application commerciale d'inoculants rhizobiens en agriculture remonte a la fin du XIXe siécle
(Nobbe et Hiltner 1896), juste apres l'obtention des premiéres cultures pures de rhizobiums et la
confirmation de la fonction des nodules racinaires fixateurs d'azote (Brockwell et Bottomley
1995). Aujourd'hui, certaines entreprises produisent encore des inoculants rhizobiens efficaces
aux Etats-Unis. La société ABM produit la bradyrhizobia de marque America's Best Inoculant®
utilisée pour inoculer le soja, les arachides et les pois/lentilles dans une grande variété de sols.
Les autres producteurs d'inoculants et marques déposées incluent Monsanto BioAg Alliance
(Optimize®), BASF (Vault®), ABM (ExcalibreTM), MycoGoldTM, XiteBio Technologies
(XiteBio® et SoyRhizo®). La consommation totale de biofertilisants contenant des rhizobiums
aux Etats-Unis était de 87842,1 t en 2017 (Wookroof 2018). Les genres populaires de
rhizobiums utilisés sont Bradyrhizobium, Sinorhizobium, Azorhizobium, Mesorhizobium et
Allorhizobium (Wookroof 2018).

6.5.Production et application d'inoculants
Dans la production d'inoculants, les rhizobiums sélectionnés sont cultivés a plus petite échelle
dans des flacons ou a plus grande échelle dans des fermenteurs jusqu'au stade exponentiel tardif,
puis la culture est utilisée directement ou en mélange avec des supports solides. Deux
formulations d'inoculants rhizobiens, liquides et solides (granulés ou en poudre), sont
généralement utilisées pour inoculer les légumineuses en agriculture (Denton et al. 2017).Le
produit principal de I'inoculant rhizobien est généralement un liquide fermenté, et il peut étre
appliqué directement sur les graines de Iégumineuses ou le sillon de graines, aprés avoir vérifié
la pureté et le comptage des cellules viables. Les inoculants solides ont diverses formulations :
granulés de tourbe, granulés d'argile bentonite, argile attapulgite et poudres lyophilisées
(Deaker et al. 2016).Des inoculants a base solide peuvent étre utilisés pour enrober la graine a

l'aide d'une solution adhésive ou saupoudrés directement dans la rangée de graines. Des
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précautions doivent étre prises pour éviter la sécheresse, les températures élevées et basses, les
combinaisons avec des engrais chimiques, des bactéricides et des herbicides, de I'eau chlorée,
I'eau acide ou alcaline et divers déchets, car ces facteurs ou conditions tueront les rhizobiums

vivants.

6.6.Encapsulation des bactéries : une méthode de production de bioengrais
Différentes formulations solides et liquides ont été développées pour l'application de
biofertilisant ou d'agents de biocontréle microbien en agriculture.
L’encapsulation est une technique nouvelle et efficace pour la libération lente de cellules dans le
sol cible et pour augmenter les taux de survie des cellules dans le sol apres I'inoculation ce qui
augmenterait I'efficacité a long terme (He et al., 2016).
Les microcapsules sont considérées comme une méthode efficace et pratique pour la
conservation et ’application des micro-organismes (Szczech and Maciorowski, 2016). Ces
microparticules incluses dans I'enrobage de la graine ou la granulation permettront le transport

d’inoculum aux racines (Szczech and Maciorowski, 2016).

7. Technologie d'encapsulation
L'encapsulation est une technique consistant a fabriquer une coque ou une capsule
protectrice autour du principe actif ou des cellules (par exemple, une cellule ou un tissu

microbien, macrobien) (John et al., 2011).

7.1. Techniques de microencapsulation
Les méthodes d'encapsulation varient en fonction de la nature des applications provenant
de divers domaines pour des objectifs divers (John et al., 2011). Les techniques d'encapsulation
utilisées pour lI'immobilisation de cellules peuvent étre classées en deux types en fonction de la
taille de la perle polymére produite, & savoir la macroencapsulation et la microencapsulation
(Rathore et al., 2013).

7.1.1. Extrusion
L’extrusion est une méthode trés ancienne et simple de fabrication de gélules avec des
hydrocolloides. Le processus d'extrusion pourrait étre effectué en mélangeant le
microorganisme avec des hydrocolloides, puis en extrudant dans une solution de durcissement
(John et al., 2011).

7.1.2. Technique d’émulsion
Les matériaux solubles dans l'eau sont largement utilisés pour des applications dans

I'agriculture, I'alimentation et les produits pharmaceutiques. De maniere genérale, une émulsion
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eau dans huile a été utilisée pour fabriquer des microbilles. La technique d'émulsion comme suit
; un petit volume de la suspension de polymeére soluble dans I'eau des cellules (par exemple, de

l'alginate, de la gélatine) est ajouté a un grand volume d'une huile végétale (John et al., 2011).

7.1.3. Séchage par pulvérisation
La microencapsulassions par séchage par pulvérisation est un processus bien établi
capable de produire une grande quantité de matériau. Cette technologie n'est pas considérée
comme une bonne technique dimmobilisation cellulaire en raison d'une mortalité élevee
résultant d'une déshydratation simultanée et d'une inactivation des microorganismes a haute

température (John et al., 2011).

7.1.4. Coacervation
Ceci est principalement utilis€ comme une technique pour la libération contrdlée de
médicament, et le procédé repose sur la diminution de la solubilité du polymére de revétement
par l'addition d'un autre composé a la solution de polymere, le changement de pH ou de

température (John et al., 2011).

7.1.5. Avantage des microcapsules

L'utilisation de cellules encapsulées pour des applications environnementales présente
plusieurs avantages par rapport aux formulations a cellules libres : L’amélioration de la survie et
de l'activité physiologique, apport d'additifs nutritionnels encapsulés (Young et al., 2006). Il
peut protéger les cellules bactériennes contre les bactériophages et le séchage (John et al.,
2011). La matrice de microbilles protege les cellules internes & la fois des contraintes

mécaniques et des conditions défavorables de I'environnement extérieur.
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Engrais biologiques

Engrais chimiques

Fabrication Obtenu par des procédés Obtenu par isolation d’une
naturels tels que le séchage, | ou plusieurs éléments par
broyage et I’extraction. réaction chimique.

Contenus Contient en plus des trois Contient I’azote, phosphore

¢léments principaux (I’azote,
phosphore et de potasse) une

infinité d’éléments majeurs.

et la potasse et la possibilité
d’ajouter quelques éléments

fertilisants.

Tableau 1 : Comparaison entre les engrais biologiques et chimiques.
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Action sur la plante

Peut étre assimilé rapidement
par la plante. Toutefois, une
partie sera dégradée par les
microorganismes et la
microfaune.

Il contribue a rendre une
plante plus résistante aux

attaques des parasites.

Soluble dans I’eau, 1’engrais
chimique possede la facilité
d’étre immédiatement

assimilable par la plante

Le codt Codteux et le cout de main Moins colteux
d’ceuvre
Durée de fabrication Lente Rapide
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Matériel et Méthodes

1. Objectifs de travail

Notre expérimentation s’est déroulée dans les laboratoires de microbiologie, eau et sol et

physiologie végétale, de la faculté des sciences de la nature et de la vie, Université Ibn

Khaldoun Tiaret. Elle a comme objectifs de :

+ Isoler et identifier

morphologiquement et biochimiquement quelques souches

derhizobiumisolées a partir de la rhizosphere de la féve dans la Wilaya de Tiaret ;

+ Formuler des bioengrais a base de ces isolats rhizobium en utilisant la méthode

d’encapsulation ;

+ Evaluer le potentiel PGP (capacité de promouvoir la croissance des plantes) de

cesbioengraisen testant leur efficacité surla germination et croissance desgraines du

mais.

2. Matériel

2.1.Matériel utilisés aux laboratoires

Le matériel et I’appareillage utilisés aux laboratoires lors la réalisation de nos expérimentations

sont illustrés dans le tableau suivant.

Tableau 2 : Matériel et appareils utilisés aux laboratoires.

Microscope, pH metre, Réfrigérateur, Vortex, Balance,

Appareillage Agitateur magnétique, Autoclave, Bain marie, Etuve, Bec
bunsen, Chambre de culture et Agitateur secoueur.

Erlenmeyers, Verre de montre, Tubes a essai, Pipettes graduées,

Pipette pasteur Micropipette, anse de platine, graduée, Pissette,

Verrerie Pince, Mortier, Compte-gouttes, Spatule, Pipettes pasteure,

Lames et lamelles, Boites de pétries, Flacons, Entonnoirs,
Barreau magnétique et Béchers.

Produits chimiques

Eau distillé, Alcool, H,0,, Réactif Kovac, Eau de Javel,
Carbonate de sodium (NayCOg3), Chlorure d’aluminium (AICly),
Solution de sulfate ferreux, Butanol et Méthanol et HCI.

Milieux de cultures

YEM, Milieu Ashby sans azote, Milieu SIM, Tryptone sel
(bouillon), Milieu solide spécifique pour la solubilisation de
zinc

Colorants Lugol, Cristal violet et fuchsine.
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2.2.Matériel bactérien
Des échantillons de sol ont été prélevés dans de la feve dans la wilaya de Tiaret durant le
mois de Mars 2021.

3. Isolement et purification des souches de rhizobiums a partir du sol rhizosphérique
L'isolement des bactéries a été effectué selon la méthode décrite par kushwaha et al. (2013), 19
du sol rhizosphérique a été mis dans des tubes a essai stériles qui contiennent 09 ml d'eau
distillée stérile et ensuite ont été mis sous agitation rotative a 150 tpm (Tours par minute)
pendant 20 minute. Par la suite, une série de dilutions jusqua 10 a été réalisée (Fig.2). Et
I’isolement a été faite sur les deux dilutions 10™ et 10° afin d’assurer la présence de plusieurs
genres dans nos isolats.

3.1.Ensemencement et incubation
Le milieu de culture qui a été utilisé pour permettre la croissance des isolats dans les différents
tests décrit dans cette étude est le YEM (Annexe 01). C'est un milieu spécifique pour les
bactéries rhizobiums (Fig.2).

Des boites de pétri contenant le milieu YEM ont été ensemencés avec 01 ml de chaque dilution
puis incubés dans I'étuve pendant 72 heures & une température de 28 °C.

Seélection des colonies bactériennes

Les colonies bactériennes ayant la méme morphologie ont été observées sur les boites de pétri,
aprés 72h de culture. Huit colonies (quatre souches de la dilution 10 et quatre de la 10°) bien
isolées ont été sélectionné (Fig.2),prélevées et ré-striées sur le milieu YEM puis ont été incubés
de maniére similaire que précédemment. Les huit souches sélectionnées ont été codées pour

faciliter leurs utilisations plutard.

Purification des isolats

La purification des isolats a été faite par des repiquages successifs a partir d’une colonie bien
isolée. La confirmation de la pureté de la souche était effectuée par une observation de 1’aspect
macroscopique des colonies de Rhizobium (couleur, forme, diametre, contour, surface et
viscosit€¢) et microscopique par 1’observation a 1’état frais (observation vitale) et apres

coloration de Gram.

Conservation des isolats
Les isolats purs sont ensemenceés sur milieu YEM gélosé incliné et incubés a 28°C pendant 48h,

puis conserveés a 4°C pour une utilisation ultérieure.
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Figure 2 :Isolement de rhizobium a partir du sol rhizosphérique

3. Identification et caractérisation des rhizobiums

Apres l'isolement, les huit souches ont été nommées Ik1, 1k2, 1k3, 1k4, F1, F2, F3 et F4
et ensuite des examens macroscopique, microscopique et biochimique ont été effectués afin
d'identifier et de caractériser ces derniéres.

3.1.Caractéristiques culturelles

Apres 3 jours d'incubation, les 8 isolats ont présentés de différentes caractéristiques
culturales. Des observations ont été effectuées on basant sur les critéres les plus importants tel
que la forme des colonies (rondes, irrégulieres...), la chromogene (couleur de la colonie), la
surface des colonies (lisse, rugueuse, seche, ou dentelée). Ces critéres ont été observés a 1’aide

d’un microscope optique.
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Figure 1 : Aspect morphologique des rhizobiums sur le milieu YEM

3.2.Caractéristiqgue morphologique

La coloration de Gram est une coloration différentielle qui permet de diviser les bactéries
en deux groupes : Gram+ (bien colorées en violet) et Gram- (colorées en rose). Avec la
détermination de la forme (bacille, coccobacille, coque), la taille et le mode de regroupement
(en amas, en chainette, isole, diplocoque ou diplobacille).

En effet, les colonies de chaque bactéries sont prélevées a partir des boites de pétri,
ensuite sont mises sur une lame stérile contenant de l'eau stérile et séchées sur le feu de bec
Bunsen. Les frottis sont ensuite mis au contact du violet de gentiane pendant 2 min puis
soumises a l'action du lugol 30 S, il se forme un complexe colorants qui coloré en violet toute la
couche en peptidoglycane de la membrane des bactéries. Ces bactéries colorées sont mises a
I'action de décoration en utilisant I'alcool qui est rajouté goutte a goutte jusqu'a obtention des
gouttes claires, seules celles a Gram négatif (présence membrane externe et couche mince de
peptidoglycane), qui perdent leur coloration et prennent la couleur rose apres lavage avec l'eau
et coloration par la fuchsine 2min. Les bactéries a Gram positif possédant une couche épaisse de
peptidoglycane qui empéche la pénétration de I'alcool et donc restent en couleur violette mémé
apres l'ajout de fuchsine. L'observation microscopique des échantillons a été faite au microscope
optique a faible grossissement (mis en point) et au grossissement 100 (objectif a immersion),
qui nécessite I'ajout d'une goutte d'huile d'immersion sur la lame de frottis préparé (Fig. 4).



Chapitre 3 Matériel et Méthodes

X

Figure 2 : Etapes du test de coloration de Gram

3.3.Caracteristique biochimique

3.3.1. Fixation d’azote

Afin de s’assurer que nos isolats ont la capacité de fixation d’azote comme tous les
rhizobiums test a été réalisé, en suivant le protocole de Rodge et al. (2016), brievement, les
isolats ont été striés sur le milieu gélosé Ashby stérile, sans mannitol (ne contint aucune source
d’azote) (annexe 2). Par la suite ont été incubées dans 1’étuve a 28 °C pendant 48 heures. La
croissance des bactéries sur ce milieu de culture indique leurs capacités fixatrices de l'azote

atmosphérique (Fig.5).

Figure 3 : Ensemencement des isolats sur le milieu Ashby.
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3.1.2. Solubilisation de Zinc

Ce teste a été réalisé selon la méthode décrite par Goteti et al.(2013), les isolats ont été
striés sur le milieu gélosé stérile contenant 1’Oxyde de zinc (ZnO) insoluble comme seule source
de zinc (annexe 4), puis ils ont été incubés a 28°C pendant 72h. La formation d’une zone claire

autour des colonies bactériennes indique la solubilisation du Zinc par ces souches

3.1.3. Production de sulfate d’hydrogene

Les souches ont été ensemencées sur le milieu gélose SIM (annexe 5) et incubé a 37°C
pendant 48h. Le noircissement du milieu de culture indique un test positif, cependant aucun

changement de la couleur du milieu de culture n’indique un test négatif.

3.1.4. Testd'indole

Les isolats ont été inoculés dans des tubes a essai contenant un bouillon tryptone
(annexe3). Ensuite, les tubes ont été incubés a 37 °C pendant 48 h. Aprés incubation, quelques
gouttes de réactif Kovac ont été ajoutées aux tubes. L’apparition d’un anneau rouge cerise dans

la couche supérieure indique que le test est positif alors que, son absence indique un test négatif
(Fig.6).

Figure 4 :Préparation de bouillon tryptone et réalisation du test d’indole

3.1.5. Test catalase

Les souches bactériennes ont été examinées pour leur activité catalase selon la méthode
de Lévy et al.(1992). Des cultures bactériennes fraiches ont été transférées sur une lame en
verre, puis une quantité appropriée de peroxyde d'hydrogene (H.O,) a 3% a été ajouté sur les
lames. La formation de bulles daires en 10 secondes confirme que la souche a une activité

catalase (Fig.7).
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Figure 5 : Test catalase

4.  Préparation des isolats pour ’encapsulation

Les isolats ont été cultivées dans un milieu YEM liquide dans des flacons de 250 ml contient 50
ml de YEM liquide et incubés sous agitation a 120 tpm, pendant 24h a 28 °C. Apres 24h
d'incubation on a mesurées la densité bactérienne (lecture a la spectrophotométrie a 630 mn de
longueur d'onde) (Fig.8).

Figure 6 : Préparation de l'inoculum bactérien pour I’encapsulation : (A) Mélanges des colonies
dans le bouillon du YEM liquide ; (B) Agitation du mélange pendant 24h.
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4.1. Encapsulation des isolats et formulation des bioengrais

L'encapsulation des huit isolats 1k1, 1k2, 1k3, 1k4, F1, F2, F3et f4 aprés 24h d'incubation
avec les composites de l'alginate de sodium (NaAlg), et d'amidon, a été réalisé en suivant le
protocole proposé par Wen et al., (2016). Les solutions ont été préparées en utilisant des teneurs
en NaAlg a 1,5%, et en amidon a 3%, par la suite ont été mélangées de maniére homogeéne avec
les bouillons de chaque souche rhizobium dans un rapport de 2:1 respectivement (A). Les
mélanges contenant les cellules des huit souches ont été ajoutées goutte a goutte avec une
aiguille d'injection (taille de l'aiguille 0.7 mm) dans la solution de réticulation de CaCl, a 2%
(150ml pour chaque souche) (B) (Fig.9).

Apres la réaction de formation de billes(C), les microcapsules obtenues ont été nettoyées
par l'eau stérile trois fois (D). Ensuite, toutes les microcapsules ont été collectées et sechées

dans I'étuve a 40 °C pendant 1 h (E). Aprés le séchage les bioengrais formulés ont été conservés

au réfrigérateur a 4 °C pendant 10 jours jusqu’a la réalisation du test de germination (F) (Fig.9).

Figure 7 : Préparation des microcapsules(A) : Solutions composites ont été mélangées de
maniere homogéne avec le bouillon bactérien, (B) : Ajout de mélange goutte a goutte avec une
aiguille d'injection, (C) : Microcapsules obtenues nettoyées a I'eau stérile, (D) :Séchage de
microcapsule a 40 °C, (E) : Stockage des microcapsules séchées granulées.
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5.  Evaluation du potentiel des bioengrais apres une courte durée de stockage
5.1. Matériel végétal
Le test de germination et I’application des bioengrais formulé ont été réalisés sur la plante

modele : le mais (Zea mays), en utilisant une population achetée du marché a Tiaret.

5.2. Germination des graines et application des bioengrais

Les graines du mais ont été désinfectées puis misent en germination selon les étapes suivantes
(Schwachtje et al., 2011)(Fig.10) :

e Misent des graines dans de I’eau de javel pendant 2 min ;

e Ringage par I’eau distillée, plusieurs fois ;

e Mettre dans des boites de Pétri couvert par un papier filtre imbibe ;

e Enfin, les boites Pétri sont mises dans des conditions ambiantes pour la germination.

Figure 8 : Mise en germination des graines du mais dans des boites de Pétri, A : Désinfection
des graines ; B : ringage par I’eau distillé ; C : graines du mais sur un papier filtre imbibé ; D :
incubation des grains

Apreés deux jours de germination, les grains ont ensuite été mis dans des papiers filtre
(témoin + les 8 souches) en raison de 8 graines/papier. Par la suite, les papiers ont été enroulés
(Fig. 11) et disposés verticalement dans 04 gobelets contenant de 1’eau distillée au début. Aprés
2jours, les bioengrais a base de rhizobium (Ik1, 1k2, Ik3, 1k4, F1, F2, F3 et F4) ont été applique
(20 g de bioengrais dans chaque gobelet). Le Seme gobelet ne contient que 1’eau distillé sans
ajout de bioengrais et a eté considéré comme témoin (Fig. 11). L’application des bio engrais a

été répétée pour une deuxiéme fois apres 6 jours de culture (Fig. 11).
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Les gobelets ont été mis en culture dans une chambre de culture réglée a 28°C avec un

photopériodisme de 16h lumiere/8h obscurité.

Figure 9 : Mise en germination des graines de mais dans des papiers filtre apres application des
bioengrais.

5.3. Parametres mesurés
10 jours apres I’application des bioengrais des mesures de paramétre de croissance ont été

effectués pour évaluer I’effet des bioengrais sur le développement de la plante.

Longueur des tiges et de la racine principale
Tout la partie qui s'étale du point d'initiation de la racine dans la graine jusqu’a la coiffe et toute
la partie qui s’étale du point d’initiation de la tige dans grain jusqu'a le somment de la plantule

ont été mesurées.
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Resultats et Discussion
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Les rhizobiums constituent environ de 6% de la flore bactériennes du sol. Elles sont
capables d’établir une relation symbiotique avec les plantes et notamment avec les
légumineuses. Outre leurs activités fixatrices de l‘azote atmosphérique, les rhizobiums
contribue considérablement a I'amélioration de la disponibilité des phosphates comme elles

peuvent produire des phytohormones, des siderophores et de 'HCN(Kishore et al., 2006).

5.4. Caracteérisation et identification des rhizobiums

L'identification des souches isolées a porté sur I'étude de leurs caracteres
phénotypiques, culturels et biochimiques. Dons notre étude, 8 rhizobiums ont été identifiés.
Ces souches ont eté nommées I1k1, 1k2, 1k3, 1k4, F1, F2, F3 et F4.

5.5. Ildentification phénotypique des souches rhizobiums
L'observation microscopique permet de déterminer la morphologie des cellules d’une
espece bactérienne. Le tableau 03 montre toutes les caractéristiques morphologiques de nos

isolats.

Tableau 2 : Caractéristiques culturales et phénotypiques des rhizobiums isolés.

Isolats Marge Odeur Couleur Forme Réaction

degram
Ikl Lisse - Jaune clair | Coccobacille -
k2 Lisse - Jaune Bacille -
k3 Lisse + Jaune clair Bacille -
k4 Lisse + Jaune Bacille -
F1 Lisse + Creme Bacille -
F2 Lisse + Jaune Bacille -
F3 Lisse + Jaune Bacille -
F4 Lisse + Jaune Bacille -

Selon le tableau 3, tous les isolats ont présenté des colonies avec des surfaces lisses
avec odeur spécifique. L'observation par le microscope optique (grossissement 100) a permet
de distinguer les formes, les marges et les couleurs des isolats. Les résultats obtenus ont
montré que la souche Ikl présenté une forme coccobacille, et la souche, tandis que les

souches qui restent ont une forme bacille.
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Apres la coloration de gram (Fig. 12), les huit isolats Ik1, k2, 1k3, k4, F1, F2, F3 et
F4 ont données une coloration rose, elles ont donc une réaction de Gram négative (Gram -).
Par ailleurs, ’ensemencement des souches sur le milieu YEM solide a montré que la majorité
ont une couleur jaune ou jaune clair (les souches Ik1 et 1k3). Alors que, la souche F1 a une

couleur créme tableau 3.

Figure 10 : Observation microscopique des bactéries isolées sous microscopique optique

5.6. Caracterisation biochimique des souches rhizobiums
Les résultats de la caractérisation biochimiques des huit souches bactériennes isolées du

sol rhizosphérique sont résumés dans le tableau et sont détaillés en dessous.

5.6.2. Fixation de I'azote

Les rhizobiums sont connus par leur pouvoir a fixer 1’azote atmosphérique pour les
plantes. La capacité de fixation de l'azote a été évaluée par I'étude de la croissance de cinq
souches rhizobiums sur un milieu de culture "Ashby" sans azote. Nos résultats ont montré que

les huit souches isolées ont une capacité fixatrice de lI'azote atmosphérique (Fig. 13).




Chapitre 4 Résultats et Discussion

5.6.3. Solubilisation du zinc

La solubilisation de zinc sur le milieu de culture spécifique révélée par I’apparition d’un
anneau claire autour de colonies. Les résultats obtenus ont montré que la majorité des souches

rhizobiums (Ik1, Ik2, Ik3, F1, F3 et F4) ont pu solubiliser le zinc par la formation d’un anneau

claire autour des colonies (Fig. 14).

Figure 12 : Résultats du test de solubilisation de zinc.
5.6.4. Production de sulfate d’hydrogéne

Les souches 1k1, 1k2, Ik3, F2, F3 et F4 ont présenté un pouvoir de production de sulfate

d’hydrogéne. Cependant les souches qui restent ont montré un résultat négatif avec ce test
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Figure 13 : Résultats de test de production de sulfate d’hydrogéne

5.7. Testd'indole

Le test d’indole des souches isolées a montré la formation des anneaux rouge-cerise
dans la couche supérieure des solutions bactériennes, ce qui indique que le test est positif pour
les sept souches (Fig.16).

Figure 14 : Résultats du test d'indole

5.8. Test de catalase
Pour caractériser une bactérie, il est préférable de connaitre son type respiratoire. Aprés
I’ajout de quelques gouttes de peroxyde d’hydrogene (H,0O;), toutes nos souches ont réagi

positivement par la production des bulles d’air (Fig.17).

Figure 15 : Test de catalase positifs des rhizobiums.
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Tableau 3 : Caractéres biochimiques des isolats.

Souches Fixation Production de
bactériennes | d’azote sulfate Solubilisation Test Test de
d’hydrogéne de zinc d’indole | catalase
1kl + + + + +
1k2 + + + + +
1k3 + + + + +
k4 + - - + +
F1 + - + + +
F2 + + - + +
F3 + + + + +
F4 + + + + +

5.9. Encapsulation et formulation des bioengrais

La micro encapsulation est considérée comme une méthode efficace et pratique pour la
conservation et l'application des microorganismes (szczech et maciorowski, 2016). Dans
notre étude, les bioengrais obtenu sont une couleur blanche, sont lisses et solides, ce qui a
permet leur conservation pendant 10 jours (Fig. 18).
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Figure 16 : Bioengrais a base de nos isolats
5.9.2. Effet des bioengrais sur la germination et croissance des graines de mais

Pour vérifier et confirmer I'effet des bioengrais sur les plantes apres une courte durée
de stockage. Les 5 bioengrais ont été appliqué et évalué pour leur effet sur la germination et la

croissance de graine de mais.

5.9.3. Longueur moyenne des racines

Les bioengrais de PGPR ont augmenté la croissance en longueur des racines mais par
rapport au témoin.

Apres dis jour d’application des engrais, les valeurs les plus élevées ont été obtenues
chez les racines des plantes apres application du bioengrais de la souche Ik2, ou la longueur
moyenne des racines est de 16,2 cm. Suivi par les racines des bioengrais F2 et F3 avec des
longueurs de 16 et 715,4 cm respectivement. Cependant la longueur des racines du témoin est
de 8,3 cm (Fig.19).

16

14
12
10
T IK1 IK2 IK3 IK4 F1 F2 F3 F4

Figure 17 : Longueur des racines des plantes de mais aprés application des bioengrais a base
des rhizobiums.

5.9.4. Longueur moyenne des tiges

Les bioengrais de PGPR affectent Iégerement la croissance des tiges des de la plante

par rapport au témoin.

A la fin de la culture, la valeur la plus élevée a été obtenue au niveau des tiges des plantes

traitées par I’engrais de la souche Ik2 avec 3,8 cm, suivi par les engrais des souches F1 et F2
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avec 3,5 cm et 3,4 cm respectivement. Alors que quelques bioengrais ont montré un effet
Iégerement supérieure au témoin avec 2,7 cm, 2,3 cm et 2,1 cm pour les souches Ik1 et Ik3 et
le témoin respectivement (Fig. 20).

3,5
3
2,5
2

T IK1 IK2 IK3 IK4 F1 F2 F3 F4

Figure 20 : Longueur des tiges des plantes de mais apres application des
bioengrais a base des rhizobiums

Longeurdestiges(cm)
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Discussion

Les PGPR y’a compris les rhizobiums offrent un moyen efficace pour remplacer les engrais
chimiques, les pesticides, dans 1’agriculture. Ces bactéries peuvent améliorer la germination
des graines, la croissance des racines et des pousses, le rendement, I'absorption des nutriments
et la tolérance au stress des plantes et, aussi sont capables de contrbler quelques maladies
(Egamberdieva et al., 2011).

Les analyses par séquengage d’ADNdes communautés bactériennes rhizosphérique ont
facilité le développement de bioengrais et de communautés bactériennes artificiellement
construites et ont fourni une approche hautement efficace pour appliquer les PGPR en tant
que bioengrais pour promouvoir la santé et la croissance des plantes (Kaul et al., 2021). Ces
bioengrais sont effectués artificiellement, en utilisant les techniques d’encapsulation par les
polysaccharides. Un bioengrais peut contenir une ou plusieurs souches sélectionnées dans des

milieux bien définis (Jishma et al., 2019).

Dans cette étude, 8 souches de rhizobiums ont été isolées a partir de la rhizosphere de la féve.
Ces souches ont été utilisées dans la formulation des bioengrais par la technique
d’encapsulation. Ainsi, afin d’avoir une idée sur le potentiel des rhizobiums et des bioengrais
formulés a base de ces souches dans 1I’amélioration de la croissance des plantes il fallait tout
d’abord les identifier et les caractériser en basant sur les traits PGP (promouvoir la croissance

des plantes).

Les rhizobiums sont des bactéries a Gram négatif qui peuvent former des nodules racinaires
chez les légumineuses et établir une symbiose avec un hote pour réduire l'azote
atmospherique en ammonium (Ahmed F, khan MS, 2008). En plus de son role essentiel dans
la fixation symbiotique de I'azote (SNF), les rhizobiums jouent également un réle important
dans les activités PGP telles que la sécrétion d'hormones de croissance comme l'acide indole
acetique (IAA), qui montre une réponse positive sur la croissance des plantes, et effectuent
également une fonction principale dans la formation et le développement des nodules
radiculaires. Les espéces potentielles de Rhizobium avec le trait de solubilisation du
phosphate ont un double avantage pour les plantes et réduisent le colt des engrais et
améliorent potentiellement le rendement des plantes grace a la libération de phosphate
(Arshad, Met, Frankenberger, 1993).




Chapitre 4 Résultats et Discussion

L'azote (N) est les 1’élément principal pour la nutrition des plantes et ¢a teneur est 1'un des
facteurs les plus importants qui affectent la croissance des cultures et détermine la qualitéet la
quantité des rendements des cultures (Amancio et Stulen, 2004). L’atmospheére est la
principale source d'azote, sous forme diatomique (N2), il est rendu disponible pour les plantes
par minéralisation liée a l'activité des bactéries. En outre, certains PGPR facilitent la
croissance et le développement des plantes par I’apport d'azote aux plantes par fixation

d'azote atmosphérique (Figueiredo et al., 2008).

La croissance des bactéries sur le milieu « Ashby » dépend de leur aptitude a fixer 1’azote.
Dans notre étude, on a trouvé que tous les isolats rhizobium ont fixé I’azote. Plusieurs auteurs
ont supposé que la majorité des bactéries rhizosphérique ont la capacité de fixer le N
atmosphérique ce qui augmentent le rendement des cultures (Rodge et al., 2016).

La fixation d’azote par les bactéries pour les cultures Iégumineuses est bien connue et étudiée.
Les études montrent que la fixation d’azote se fait principalement par ; Rhizobium sp. ;
Pseudomonas Sp. ; Azotobacter sp. ; Bacillus sp...cetc. (Vogel et al., 2016). Le BNF
symbiotique par Rhizobium associé aux légumineuses a graines est de 10 Tg Ainsi, la fixation

totale d'azote terrestre est de 140 Tg N/an.

Ce sont des bactéries a Gram négatif, immobiles, strictement aérobies et oxydase
positives.Les colonies de cette bactérie sont grises, collantes, rondes, en forme de déme et
opaques (Pilet et al.,1979).

En outre, I'AlA est lI'auxine (phytohormone) la plus importante produite par les plantes et de
nombreuses bactéries rhizosphérique. Dans cette étude, les cing isolats A, B, C, D et E sont
capables de produire d’AIA sauf. Nos résultats sont cohérents avec ceux obtenus par
Kushwaha et al. (2013), qui ont découvert que l'isolat AK3 est un bon producteur d'AlA. En
revanche, les isolats AK2 et AK4 ont montré une faible production d'AlA.

Le plus souvent, on pense que les PGPR producteurs d'lAA augmentent la croissance et la
longueur des racines, ce qui entraine une plus grande surface racinaire qui permet a la plante
d'accéder a plus de nutriments du sol (Reddy 2014). Nos résultats ont révélé que tous les
isolats sont positifs pour le test de catalase. L'activité catalase dans les souches bactériennes
pourrait étre bénéfique pour la plante, mais cette exposition d'activité devrait étre associée a
une bactérie tres résistante aux stress environnementaux, mécaniques et chimiques (Singh et
al, 2016).
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Tous les isolats ont montré des résultats positifs pour la production de catalase. L'activité de la
catalase dans les souches bactériennes peut étre potentiellement trés avantageuse et les
souches bactériennes montrant une activité catalase doivent étre trés résistantes aux stress

environnementaux, mécaniques et chimiques (Singh et al, 2016).

De petites macrobilles, contenant des rhizobiums, insolubles sphériques et de couleur
blanche se sont formées lorsqu'une solution dalginate de sodium avec une solution des
rhizobiums ont été introduite goutte & goutte dans la solution de chlorure de calcium. La taille
des billes d'alginate peut avoir un effet déterminant sur la libération et l'efficacité de bactéries
(Reddy, 2014). L'encapsulation des rhizobactéries peut constituer une stratégie efficace pour
améliorer la survie cellulaire des microbes pendant le stockage et les cellules encapsulées
pourraient étre libérées dans le milieu cible de maniere lente et contrdlable ce qui

augmenterait 1’efficacité a long terme (He et al., 2016).

Dans notre étude, 1’évaluation de 1’effet de ces bioengrais sur la croissance des graines de
mais. Chez La plupart des traitements, les longueurs de tiges et de racines qui ont été obtenues
sont supérieures a celles obtenues chez le témoin sans bioengrais. Ces résultats rejoignent
ceux de Roy Chowdhury et al., (2016), qui ont trouvé que des formulations a base de PGPR
ont été appliquées et elles ont montré une croissance améliorée des plantules d'épinards en ce
qui concerne la longueur des racines (cm), la longueur des pousses (cm) et la teneur en
chlorophylle (mg/g de tissu) par rapport au témoin. La plupart des travaux de recherche ont
révélé que la biofertilisation a permis d'améliorer considérablement la productivité et le
rendement des plantes. Naserirad et al., (2011) ont indiqué que l'inoculation avec des
biofertilisants contenant Azotobacter et Azospirillum augmentait la hauteur de la plante, le
nombre de feuilles, le poids moyen des fruits et le rendement par rapport au témoin qui est
similaire & notre travail mais avec un biofertilisant microbien différent. De méme, Chauhan
et al., (1995) ont constaté que ’application de bioengrais a base d'Azospirillum a augmentait

considérablement le nombre de gousses et le rendement en graines de Brassicanapus L.
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Conclusion
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Les PGPR dont les rhizobiums peuvent étre amélioré la productivité agricole a travers
différents mécanismes et processus. Pour cette raison, il est urgent d'appliquer des outils et
des techniques modernes pour l'amélioration de I’application des PGPR qui pouvant servir de
clé a une agriculture durable.
Cette étude renferme trois volets : I’isolement et la caractérisation des nouvelles souches de
rhizobiums, formulation des bioengrais a base de ces souches et évaluation du potentiel des
bioengrais dans améliorer de la croissance des plantes de mais.
Dans la premiere partie : huit souches codées 1k1, 1k2, 1k3, Ik4, F1, F2, F3 et F4, ont été
isolées a partir de la rhizosphére de la feve dans la wilaya de Tiaret. Ces souches ont été
identifiées morphologiquement et biochimiquement. Les huit souches ont un Gram négatif
avec une couleur jaune. De méme, ils ont enregistrée des capacités de fixation d’azote, de
production de phytohormones (indole), de solubilisation de zinc, de production de sulfate
d’hydrogéne et un test de catalase positifs pour la majorité de nos souches isolées.
Dans la deuxiéme partie : des bioengrais ont été formulées a base de chaque souche. Ces
bioengrais ont ét¢ obtenus par encapsulation des souches dans 1’alginate de sodium et
I’amidon. Des bioengrais sous forme de billes blanches et rigide ont été obtenues.
Aprés une courte durée de stockage et afin d’évaluer et confirmer le pouvoir de ces
bioengrais. Ces derniéres ont été appliquées sur les graines de mais : L’apport des bioengrais
a base de nos souches a montré un résultat positif sur la croissance des racines et des tiges de
mais. Des augmentations importantes ont été obtenues pour les deux parameétres étudiés.
Au terme de ce travail, nous tenons a proposer quelques recommandations afin d’ameliorer la
formulation et I’application des bioengrais a base de PGPR et de rhizobiums, pour cela il
serait intéressant d’utiliser :

+ Des combinaisons de plusieurs souches/espéces de rhizobiums pour augmenter

I’efficacité des bioengrais ;
% Seélectionner des souches sur la base des traits PGP
+ Optimiser les doses et les concentrations en Alginate pour améliorer la durée de

stockage des bioengrais ;

% Tester d’autres polyméres naturels pour remplacer 1’alginate au futur
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Annexe

Annexe 1 : Composition de milieu de culture Milieu YEM (Yeast Extract-Mannitol) (Vincent
1970).

& K2HPOA4.........cei 0,5¢/l
< MgSO4, 7TH20 ............... 0,29/l
S NaCl ... 0,19/l
< Extrait de levure.............. 0,6g/1
< Mannitol ....................... 10g/1

Annexe 2 : Composition du milieu de fixation de I'azote : milieu Ashby sans azote Gms /
Litre

Vo Mannitol ..., 20.000
v Hydrogénophosphate de potassium (K2HPO4) ........ 0.20
v’ Sulfate de magnésium (MgSO4).............ccceevnnn.n. 0.20
v Chlorure de sodium (NaCl).............................. 0.200
v' Sulfate de potassium (K2SO4)............c.ccoeiininn. 0.100
v’ Carbonate de calcium (CaCO3) ...........ccceevvnnnnnn. 5.00
Vo AN 15.000

pH (325° C) 7.4 + 0.2

Annexe 3 : Composition du tryptone sel (bouillon) pour 500 ml litre

*_ Peptone de Caséine .................................................................. 5 g
*_ Nacl ........................................................................ 2’5 g
*_ Eau distlllée ............................................................ 500 ml

Annexe 4 : Composition du milieu de solubilisation de Zinc

P GIUCOSE. ... 10g
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Annexe 5 : Composition de milieu de test de production de sulfure d’hydrogéne Milieu

Sulfate d'ammonium ...........ccoccveiiiie i 0,19
Chlorure de potassilm.........cccooeverenenininene e 0.2¢9
Hydrogénophosphate de potassium (K2HPo 4)................... 0,1g
Sulfate de magnésium (Mg SO 4)......ccccevverieniieienieieeens 0,2g.
OXYUE UE ZINC....viivieiieeiecie e 0,1%
Eau diStill&e........ooviiiiiee e 500ml

SIMg/L
> Peptone de CasEiNe.........c.ovviniiniieii i 20.0
> Peptonedeviande ...........coooiiiiiiiiii 6.6
» Citrate ferriqgue ammoniacal.......................ocoiiin 0.2
> Thiosulfate de sodium ... 0.2
Al e, 3
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Résumé

Dans le but d’ évaluer et caractériser les trait PGP des rhizobiums et le potentiel de

promouvoir la croissance des plantes, 08 souches de rhizobium ont été isolé a partir de la

rhizosphére de la feve dans la région de Tiaret.

Ces isolats ont été identifiés morphologiquement et biochimiquement, les résultats ont
montrés que la majorité ont un gram négatif. Ensuite ces bactéries ont été caractérisé selon
des traits biochimiques (PGP) pour leur capacitéa fixer I’ azote atmosphérique, solubiliser le
zinc, le pouvoir de produire le sulfate d” hydrogéne et leurs activité enzymatiques (catalase).

La majorité des souches testées ont présenté des resultats positifs avec les tests précités.

Ultérieurement, des formulations des bioengrais a base des souches de rhizobium ont été
réalisées en utilisant I’ alginate de sodium et I’ amidon (1.5% alginate de sodium et 3%
d’ amidon). L’ évaluation de ces bioengrais a été faite aprés une courte durée stockage de

10 jours. Les bioengrais ont été testés sur les grains de mais pendant 10 jours.

Nos résultats obtenus ont montré que les bioengrais, notamment celui produit a base des
souches AF2 et IK4, ont améliorée significativement la longueur des racines et la longueur

des tiges.

Mots clés : Rhizobium ; Bioengrais ; Encapsulation ; Fixation d’ azote ; Zea mays

Abstract
In order to evaluate and characterize the PGP traits of rhizobia and their potential to promote
plant growth, 08 rhizobia strains were isolated from the rhizosphere of the bean in the region

of Tiaret.
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These isolates were identified basic on morphologically, the results showed that the majority
of our strains are gram negative. Then these bacteria were characterized according to
biochemical traits (PGP) for their ability to fix atmospheric nitrogen, solubilize zinc, power to
produce hydrogen sulphate and their enzymatic activity (catalase). The majority of the strains

tested showed positive results with the above tests.

Subsequently, formulations of the bio-fertilizers based on the rhizobium strains were made
using sodium alginate and starch (1.5% sodium alginate and 3% starch). The evaluation of
these bio-fertilizers was made after a short storage period of 10 days. The bio-fertilizers were
tested on the maize for 10 days.

Our results have shown that bio-fertilizers, in particular that produced based on strains AF2

and IK4, significantly improved the length of the roots and the length of the stems.

Keywords : Rhizobium ; Bio-fertilizer ; Encapsulation ; Nitrogen fixation ; Zea mays
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