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Résumé 

 
L’étude des interactions entre les bactéries de genre Bacillus et 

leurs plantes hôtes constitue à l’heure actuelle un enjeu majeur. En effet, 

leur utilisation, rentre dans le contexte de la stimulation de la croissance et 

des défenses naturelles des plantes, dont la finalité est de réduire 

l’application des produits phytosanitaires au champ. 

Dans le présent travail, les auteurs des travaux analysés rapportent 

l’abondance des Bacillus PGPR dans les sols Algériens (nombre d’isolats 

variant de 15 à 40), ces bactéries sont isolées partout dans le pays (l’Est le 

Sud-Est et l’Ouest du pays : SETIF, BOU-SAADA et DJELFA, AIN 

TEMOUCHENT, SIDI BEL ABBES) 

De nombreuses activités biologiques telles que la solubilisation des 

phosphates, la fixation de l’azote, la production de l’AIA et de l’HCN et 

l’activité antifongique vis-à-vis de Aspergillus niger ,Fusarium oxysporum 

Alternaria alternata ,Phytophtora infestans ,Botrytis cinerea ,Fusarium 

solani sont mises en évidence in vitro chez les souches isolées. 

La majorité des souches isolées ont manifesté une activité 

antifongique variable et très importante vis-à-vis des souches fongiques 

testées. Par ailleurs, la majorité des souches sont fixatrices d’azote et ont 

montré une excellente solubilisation du phosphate. Les souches isolées se 

manifestent capables de produire de l’acide indole acétique à partir du L-

tryptophane, avec des taux très appréciables. 

Les résultats obtenus par les auteurs des travaux analysés suggèrent 

la capacité des souches à améliorer les rendements des cultures auxquelles 

elles sont appliquées. 

 
 

Mots clés : Bacillus, PGPR, blé dur, germination , activité antifongique. 
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The study of the interactions between bacteria of the genus Bacillus 

and their host plants is currently a major challenge. Indeed, their use falls 

within the context of stimulating the growth and natural defenses of plants, 

the purpose of which is to reduce the application of phytosanitary products 

in the field. 

In the present study, the authors of the analyzed works report the 

abundance of Bacillus PGPR in Algerian soils (number of isolates varying 

from 15 to 40), these bacteria are isolated everywhere in the country (East, 

South-East and West of the country: SETIF, BOU-SAADA and DJELFA, 

AIN TEMOUCHENT, SIDI BEL ABBES) 

Numerous biological activities such as phosphate solubilization, 

nitrogen fixation, AIA and HCN production and antifungal activity 

(against Aspergillus niger, Fusarium oxysporum Alternaria alternata, 

Phytophtora infestans, Botrytis cinerea, Fusarium solani) are in vitro 

demonstrated by the isolated strains. 

The strains showed variable and very significant antifungal activity 

with respect to the fungal strains tested. Furthermore, the majority of 

strains are nitrogen fixing and have shown excellent phosphate 

solubilization. The strains areshown to be able to produce indole acetic 

acid from L-tryptophan at very appreciable levels. 

The results obtained by the authors of the studies analyzed suggest 

the ability of strains to improve the yields of the crops to which they are 

applied. 

Key words: Bacillus, PGPR, durum wheat, , antifungal activity, germination. 
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 الملخص
 

بي تمثللللللة التفللللللي تالبلللللللمن ج سللللللية تالنليتالللللللم  للللللة  لللللل   تا  للللللل اي  تا لمتللللللمج تام لللللللي

 تالللللل  منمج  ا لللللل لد تفلللللللك تر الللللليا تالنليتالللللمج  لللللل  فلللللليم  ت بيلللللل  تا ملللللل  .حمايلًللللم ت لللللل امً  ليللللللتًت

  اللللليت  لللللتاطلي يلللللي اا لمتلللللمجن  تاولللللتم   طلللللم اللللل  تا للللل   لللللة تطليللللل    ل لللللمج تا للللل ي تا لمتيلللللي 

 تام مل.

 Bacillusاشللللليت  اابللللل  ت نملللللمل تالللللل  تللللل  ت اياطلللللم  اللللل    لللللت   للللل  اللللليت تا ملللللةن 

PGPR  ن حيللللللل  تللللللل  40 اللللللل   15 للللللل  تالتسلللللللي تا  تدتالللللللي  اللللللللتت   نللللللل ا تا للللللل  ج  لللللللة )

نلللللل ل اللللللليا تالنليتاللللللم  للللللل   م للللللة تلللللللتت  تالللللللل ا   للللللت     للللللل    للللللت     لللللللت  تالللللللل ا  

 فطيف ن س  ف ما  ن  ابي ن نية تيم   ت ن في ي سا لمس(

 ج تام   الللللللللي ىللللللللل لتطم ناللللللللل    تسلللللللللي تاب فلللللللللبمجن تثليلللللللللت  كلتالللللللللم  سللللللللل ج تا للللللللل 

 ,Aspergillus nigerتثللللللللليا تابطتاللللللللمج  ثللللللللة   IAA  HCNتا يلللللللللت  يةن   لللللللللمد 

Fusarium oxysporum Alternaria alternata, Phytophtora 

infestans, Botrytis cinerea, Fusarium solani 

    للللللللم   لللللللل تً  يمللللللللم ال الللللللل ظطللللللللتج  ماليللللللللي تا لللللللل  ج تام   اللللللللي  شللللللللمً م   للللللللماتً 

سما للللللللل  ج تابطتالللللللللي تامكلللللللللللت . نللللللللل    ناللللللللل   اللللللللل ن  للللللللل    ماليلللللللللي تا للللللللل  ج  ثلللللللللللي 

   الللللللي اا يللللللللت  ية  ىللللللل   ظطلللللللتج   سم لًللللللم  مللللللللمً ت ااب فلللللللبمج.  ملللللللم  للللللللت    تا للللللل  ج تام

سم لللللللل امج  ا  ظلللللللي  L-tryptophanىلللللللمال  ناللللللل    للللللللمد حمللللللل  ت فللللللليلي  ت  للللللل  ل  لللللللة 

 ااوماي.

ل  تاللللللل  ح للللللة نايطللللللم  اابلللللل  تا لتفللللللمج تاللللللل  تلللللل  ت اياطللللللم  الللللل  ىلللللل  تشلللللليت تا لللللللمد 

 .ت  ية   ج تام مصية تال  ال  تطليقطم نايطم تا   ج نا 

 :امبلمحيي ج تاناممت

 
ن ا اب تاقمح ت Bacillus نPGPR نRésosphère  ف اين  
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INTRODUCTION 
 

 

Les céréales et leurs dérivées constituent l’alimentation de base dans beaucoup de pays en 

développement, particulièrement dans les pays maghrébins, en Algérie la filière céréalière 

constitue une des principales filières de la production agricole, les produits céréaliers occupent 

une place stratégique dans le système alimentaire et dans l’économie nationale (Djarmoun, 

2009). 

Le blé dur est l'un des céréales les plus importantes en Algérie. Sa production nationale ne 

répond pas aux besoins de la population et son rendement est influencé par une multitude de 

facteurs biotiques (les phytopathogènes, organismes symbiotiques) et abiotiques (salinité, 

matière, organique, pH, Humidité etc.). Ces derniers n’affectent pas uniquement les plantes, mais 

également la communauté microbienne entourant ses racines. 

Les racines des plantes sont entourées d'une mince pellicule de sol appelée rhizosphère, qui 

représente le principal lieu d'absorption des nutriments, et est également le lieu d'importantes 

activités physiologiques, chimiques et biologiques. Les bactéries sont les microbes les plus 

abondants présents dans la rhizosphère. Les espèces de Bacillus sont capables de former des 

spores de longue durée et tolérantes au stress et de sécréter des métabolites qui stimulent la 

croissance des plantes et empêchent l'infection par des agents pathogènes (Radhakrishan et al., 

2017). 

Les microorganismes du sol peuvent être bénéfiques en affectant positivement la qualité du 

sol et la croissance des plantes, ou pathogènes et responsables de maladies a effets dévastateurs 

(Bonkowski et al., 2009). La diversité des communautés bactériennes rhizosphériques est 

influencée à la fois par le sol, sa composition, ses caractères physicochimiques 

physicochimiques, ainsi que par les exsudats racinaires produites par les plantes (Marschner et 

al., 2001). Parmi cette grande diversité bactérienne, un groupe de bactéries communément appelé 

PGPR, de l’anglais « Plant Growth Promoting Rhizobacteria », est capable de coloniser les 

racines des plantes et d’apporter un effet positif à leur croissance (Kang et al., 2012). 

Le PGPR présente une interaction significative avec les racines des plantes et a des effets 

positifs directs et indirects sur la croissance des plantes et la réduction des stress biotiques et 

abiotiques. La croissance des plantes est renforcée par l'induction d'une résistance systémique, 

d'une antibiose, d'une suppression compétitive et d'autres mécanismes (Tripathi et al., 2012).   

 



 

Introduction 

 
2 

 
 
 

 
 

Les PGPR améliorent la disponibilité de certains nutriments par la fixation de l'azote 

atmosphérique ou à travers la solubilisation du phosphate. Ils synthétisent des phytohormones 

(AIA, cytokinines …), modulent le développement des plantes à travers la production d’enzymes 

et facilitent la mise en place ou le fonctionnement des symbioses mutualistes entre les racines et 

les bactéries fixatrices d'azote et l’antagonisme avec les pathogènes (Kennedy et al., 2006 ; Baca 

et Elmerich, 2007 ; Ficher et al., 2007 ; Sharma, 2011 ; Kang et al., 2012). 

L’objectif du présent travail sera de cibler des PGPR du genre Bacillus à partir de la 

rhizosphère des plantes de blé dur, de sélectionner les traits à fort pouvoir de promotion de la 

croissance végétative et antagoniste contre les champignons phytopathogènes qui attaque les 

cultures du blé dur, afin de formaliser des inoculas qui seront appliqué sur les graines du blé dur 

dans le but d’améliorer la germination, la croissance et la protection de cette plante. 
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1 Le blé dur 

1.1 Historique 

          Les premières cultures furent à l'origine de bouleversements majeurs pour les sociétés 

humaines. En effet, l'homme sachant désormais produire sa propre nourriture, sa survie devenait 

moins dépendante de son environnement. L'agriculture marque aussi le début du commerce 

(Bonjean et Picard, 1999). 

           Dans un premier temps, le blé semble avoir été consommé cru puis grillé ou cuit sous 

forme de bouillie puis de galettes sèches élaborées à partir des grains simplement broyés entre 

deux pierres. Le blé s'impose par la suite comme l'aliment essentiel de la civilisation occidentale. 

Il se présente sous forme d'aliments variés, le pain, la semoule, les pâtes, les biscuits... (Bonjean 

et Picard, 1999).  

             La culture du blé est beaucoup moins difficile que celle du riz: elle ne demande pas 

d'aménagement spécial du champ ni un trop lourd travail d'entretien. Entre la période des 

labourssemailles et celle de la moisson, les travaux sont plutôt réduits. Après la récolte, le blé, à 

la différence du riz, ne demande pas d'opération spéciale comme le décorticage. Les pays 

reposant fortement sur la culture du blé comptent moins de travailleurs que les régions du maïs et 

du riz (Bonjean et Picard, 1999).  

           Ainsi, au Moyen Âge, les fermiers des campagnes à blé européennes utilisaient la charrue 

à roue et le cheval. Les pays à seigle en restaient à l'araire et aux bovins. Le semoir mécanique et 

la moissonneuse-batteuse ont été mis au point dans les régions à blé d'Europe et d'Amérique du 

Nord. Le blé est également le premier à bénéficier de l'usage des amendements (comme dans l'est 

de la France) et des engrais chimiques. Pendant plusieurs millénaires, le blé n'est cultivé qu'en 

faibles quantités et avec de très bas rendements. Au cours du XXe siècle, les progrès de la 

technologie permirent d'augmenter formidablement la production céréalière (Bonjean et Picard, 

1999).  

          À partir de la seconde moitié du XIXe siècle, l'agriculture s'est mécanisée et rationalisée. 

Les machines agricoles, tirées au départ par des chevaux, puis par des machines à vapeur et enfin 

par des engins à moteur, se sont multipliées, en particulier dans les pays développés. Depuis 

1950, les récoltes de blé s'effectuent avec des moissonneuses-batteuses qui coupent et battent les 

céréales en une seule opération. De même, des engins agricoles spécialisés existent pour le 

labourage et les semis (Bonjean et Picard, 1999).  
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.            À partir de la seconde moitié du XIXe siècle, l'agriculture s'est mécanisée et rationalisée. 

Les machines agricoles, tirées au départ par des chevaux, puis par des machines à vapeur et enfin 

par des engins à moteur, se sont multipliées, en particulier dans les pays développés. Depuis 

1950, les récoltes de blé s'effectuent avec des moissonneuses-batteuses qui coupent et battent les 

céréales en une seule opération. De même, des engins agricoles spécialisés existent pour le 

labourage et les semis (Bonjean et Picard, 1999).  

              La culture du blé est longtemps restée confinée au bassin méditerranéen et à l'Europe. En 

Europe, à la fin du XIXe siècle, la culture du blé commence par reculer, en raison de la 

généralisation de l'économie urbaine, du développement des moyens de transport et les moindres 

coûts de production en outre-mer. Cependant la culture du blé reprend son essor au cours du XXe 

siècle grâce aux progrès de la mécanisation, à la sélection de nouvelles variétés productrices et au 

développement de l'usage de fertilisants (Bonjean et Picard, 1999).  

 

1.2 Importance stratégique et économique du blé  
 

            Les blés constituent la première ressource en alimentation humaine, et la principale 

source de protéines. Ils fournissent également une ressource privilégiée pour l'alimentation 

animale et de multiple application industrielle. La presque totalités de la nutrition de la 

population mondiale est fournie par les aliments en grains dont 95 % sont produits par les 

principales cultures céréaliennes (Bonjean et Picard, 1999).  

           La production mondiale de blé se montre à environ 580 millions de tonnes et occupe 215 

millions d'hectares (I.T.C.F, 2002). 

            Le blé dur représente environ 8% des superficies cultivées en blés dans le monde dont 70 

% sont localisées en conditions méditerranéennes. La turque, la Syrie, la Grèce, l'Italie, 

l'Espagne, et les pays d'Afrique nord, sont en effet, parmi les principaux producteurs (Gate, 

1995). 

          Le blé dur occupe une place centrale dans l'économie algerienne.il couvre 1.5x106 ha sur 

les 3.0x106 ha consacrés a la céréaliculture. Le rendement est faible et irrégulier, il est de l'ordre 

de 8q/ha. La production couvre prés de 41 % des besoins (Gate, 1995).  

1.3 Caractère botanique 

1.3.1 Morphologie 
 

       Le blé se présente d‟abord comme une plante herbacée à feuilles assez larges, dont la 

forme peut être caractérisée par les détails suivant : à l'endroit où le limbe se 
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détache de la tige, au sommet de la partie engainante de la feuille, on trouve deux stipules 

finement poilus ne ceinturant pas totalement la tige et une ligule transparente, courte et assez 

importante, appliquée sur tige (Jaques et Clément, 2003). 

1.3.1.1 Appareil radiculaire 

 Si on déterre avec soin une plante de blé adulte, ou mieux, si on la cultive dans une caisse 

grillagée, on peut observer la position et la répartition du système radiculaire.  

 Il est très facile de constituer une caisse profonde de 80 cm environ à cotés mobiles, dans 

laquelle des grillages (type grillage de clapier) maintiennent les racines en place. Pour évacuer la 

terre sans détruire les racines, on ôte les cộtés de la caisse et on lave au jet d‟eau pas trop brutal, 

ce qui permet d‟observer l‟appareil radiculaire complet et en place (Jaques et Clément, 2003). 

1.3.1.2 Tige et feuilles  

 La tige elle - même ou chaume s‟allonge considérablement à la montaison, et porte 7ou 8 

feuilles rubanées, engainantes sur toute la longueur d‟un entre-nœud, prenant naissance sur le 

nœud situé en dessous de celui au niveau duquel elles se détachent de la tige.  

  Les feuilles ont des nervures parallèles et sont terminées en pointe (Jaques et Clément, 

2003). 

1.3.1.3 L’épi 

Il est issu du bourgeon terminal du plateau de tallage. Dès la fin du tallage il commence à 

s‟élever dans la tige, à mesure que celle-ci s‟allonge, ce qui constitue la montaison.  

 Lorsque le développement de la tige est terminé, l‟épi apparaît enveloppé dans la dernière 

feuille, et après quelques jours on peut étudier sa structure en détail, C‟est l‟épiaison (Jaques et 

Clément, 2003).  

1.3.1.4 Le grain  

 Depuis la fécondation des fleurs, les grains de blé se sont formés; ils ont grossi peu à peu 

et mûri au soleil. Chaque épi en porte de 45 à 60 environ. La taille du grain de blé est d'environ 6 

mm, sa couleur varie du jaune pâle à l'ocre roux, selon la variété du blé. Sa forme rappelle celle 

d'un petit oeuf, marqué toutefois sur toute sa longueur 
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par une légère fente: le sillon où se trouve le faisceau nourricier du grain. Une fine brosse 

de poils est attachée à son extrémité la plus arrondie (Belaid, 2000).  

           Quand les grains de blé sont mûrs, vient le temps de la moisson. Autrefois, on 

moissonnait à la faux et on battait sur l'aire, avec des fléaux, pour séparer les grains de la 

paille. Le van, sorte de grande corbeille plate en osier, permettait de ne garder que les 

grains sans la batte qui les entoure et sans les débris de paille (Belaid, 2000).  

  
 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1 :photo descriptive d’épillet et fleur de blé. (Hacini ,2014) 

 

1.4 Critère de notation des stades 
 

        Selon (Boulal et al., 2007), les critères de notation des stades de 

développement du blé sont représentés dans le tableau n° 01. 

        Tableau n°01 : Critères de notation des principaux stades de développement 

de blé 
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Stades de développement  Critères de notation des dates d’apparition des 

stades 

Levée 90 % des plantes ont leur première feuille émergée du 

sol. 

Début tallage 50 % des plantes ont leur première feuille visible à 

l’aisselle de la première feuille. 

Début montaison  Apparition du premier nœud sur 50 % des plantes. 

Gonflement  50 % des gaines de la dernière feuille sont en état de 

gonflement. 

Début épiaison 50 % des épis sont à moitié sortis de la gaine de la 

dernière feuille. 

Début floraison 50 % des épis présentent des étamines sur plus de la 

moitié des épillets. 

Grain laiteux 50 % des épis présentent des gaines qui en s’écrasant 

laisse apparaître un liquide.  

Grain pâteux 50 % épis présentent des grains à l’état pâteux. 

Maturité physiologique 90 % des épis ont des grains durs qui se cassent 

difficilement entre les dents.  
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2 La rhizosphère 

2.1 Définition de la rhizosphère 

Le concept de rhizosphère a été développé par le microbiologiste visionnaire Hiltner dès 

1904 (Khakipour et al., 2008). « rhizo » vient du grec « rhiza » signifiant racine, « sphère » 

vient du latin « sfaire » signifiant balle, ballon ou globe. La sphère définit le champ d’influence 

du système racinaire (Philippe, 2010). Le terme rhizosphère désigne la mince couche du sol qui 

entoure les racines absorbantes et dont la composition est profondément modifiée par l’activité et 

le métabolisme de la racine. Elle diffère de la masse du sol par son pH, son potentiel 

d’oxydoréduction, par l’abondance et la composition de la matière organique et enfin par sa forte 

activité biologique qui se traduit par une teneur élevée en CO2. Ainsi, malgré le petit volume 

qu’occupe la rhizosphère dans le sol, elle joue un rôle central dans le maintien du système sol-

plante (Mouas Bourbia,2012). 

Le volume de la rhizosphère est variable selon le développement racinaire : il représente 

entre 0,1 et 1% du sol global des écosystèmes forestiers et près de 100% des premiers centimètres 

des sols prairiaux.  

La rhizosphère peut être divisée en trois zones distinctes (Figure 2) :  

L’endorhizosphère (intérieur de la racine), le rhizoplan (surface racinaire) et 

l’ectorhizosphère ou le sol rhizosphérique (sol lié à la racine par opposition au sol distant) 

(Schroder,2003). Certaines bactéries vivent au contact direct de la racine, voire même pénètrent 

dans les tissus rhizodermiques et corticaux, sans pour autant être parasites ou prédatrices. Ceci 

souligne le fait que l’interface entre la racine et la microflore s’étend à l’intérieur de la racine 

(Schroder, 2003) 

Le rhizoplan, selon clarck (Schroder,2003) désigne la surface racinaire et les bactéries 

qui y sont fortement adhérées. 
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L’ectorhézosphère représente la zone extérieure qui se trouve directement après le 

rhizoplan (Schroder, 2003). 

 

Figure 2 : représentation schématique de la rhizosphère. 

2.2 Rôle de la rhizosphère 

Il existe une double relation fonctionnelle qui est établit dans la rhizosphère, cette relation 

concerne l’effet des racines sur le milieu environnant, ainsi que la réponse de la microflore à 

l’activité racinaire.  

Le rôle de la rhizosphère peut être résumé dans les points suivants :  

• La rhizosphère joue un rôle essentiel dans les processus de phytoremédiation (Maalem 

Ahlem,2014).  

• La rhizosphère représente la stimulation de la croissance et de l'activité des communautés 

microbiennes autour des racines (Grayston et al.,1996). 

• La rhizosphère est le siège de processus physiques et chimiques spécifiques liés à 

l’alimentation hydrique et minérale des plantes (Gobat et al., 2003). 

• La rhizosphère est apparue comme le lieu privilégié des échanges de matière et d’énergie 

: la libération de composés organique, l’absorption d’eau et d’ions, la synthèse des 

métabolites microbien divers et variés (Hinsinger et al., 2005).  

La rhizosphère est une région du sol riche en gaz carbonique et pauvre en oxygène dissous, 

la rhizosphère et de ce fait un site réducteur, où se développe une activité 
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 dénitrifiante, réduisant l’ion nitrate en oxyde d’azote, voir en ammoniaque (Gobat et al.,  

2003) . 

• Elle contribue à modifier les propriétés des sols : propriétés biologiques, biodiversités et 

activités microbiennes, fertilité et qualité du sol (Gobat et al., 2003), 

• Dans la rhizosphère la synthèse de phosphatase mène à une augmentation de la 

disponibilité du phosphore, et en contrepartie son assimilation par les plantes (Hinsinger et al., 

2005)  

• La rhizosphère est une niche écologique qui éveille et stimule divers activités 

microbienne en participant ainsi, au fonctionnement des cycles des nutriments majeurs et des 

oligoéléments comme le carbone, l’azote, phosphore, le fer…etc (Gobat et al., 2003). 

• La rhizosphère joue un rôle singulier dans la régulation de la santé et de la nutrition des 

plantes, en lien avec la nature des exsudats racinaires (Hinsinger et al., 2005). 

2.3 Facteurs déterminant la richesse et l’activité de la rhizosphère  

D'une façon générale, l’activité microbienne dans la rhizosphère est régie : 

• Par des facteurs de l’environnement climatique, notamment : l’humidité de l’air, 

température, radiation solaire, teneur en CO2. 

• Par des facteurs de l’environnement édaphique, notamment : teneur du sol en eau et en 

oxygène, température du sol, teneur du sol en éléments assimilables par les plantes, présence de 

composés phytotoxiques.  

• Par des échanges de « molécules signal entre les racines des plantes et les 

microorganismes qui leur sont associés » (champignons, bactéries, cyanobactéries...). Mais quand 

il y a par exemple une symbiose associative entre les PGPR et une plante, le rôle et l’importance 

de ces molécules est encore mal connu. Les signaux rhizosphériques influent sur l'expression 

génique « épigénétique ». Ils sont souvent « phytobénéfiques » en améliorant par exemple 

l’architecture, la croissance et le fonctionnement du système racinaire (Gobat et al., 2003). 

2.4 La faune et la flore de la rhizosphère 
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La population de la rhizosphère représentée dans la (Figure 3) est : 

 
 

• nombreuse: bien que très variable d'un sol à l'autre, le poids de matière vivante à l'hectare 

est environ de 2,5 tonnes. 

• variée: il y a une grande diversité d'espèces, de tailles et de modes de nutrition. 

• en équilibre: vivant en communauté, ces êtres vivants sont tantôt en concurrence, tantôt 

en association et sont très sensibles aux conditions du milieu (Maalem, 2014) 

  
 

Figure 3 : présentation schématique des organismes du sol (Rovira,1969) 

2.4.1 La faune de la rhizosphère 

2.4.1.1 Sa composition 

La faune de la rhizosphère peut être classée en deux sous-groupes :  

a) La macro-faune : elle est constituée par des animaux mesurant plus de 2 mm. - 

mammifère, rongeur et insectivore, vers de terre, arthropodes (insectes, arachnides et 

myriapodes), mollusques (escargots, limaces) (Maalem, 2014) 

b) La micro-faune : elle est constituée par des animaux mesurant moins de 2 mm tel que : 

les nématodes, rotifères et tardigrades et protozoaire (Maalem,2014). 

2.4.1.2 Son rôle 

Le rôle de la faune dans la rhizosphère est triple : 

a). Une action sur l’état physique de la rhizosphère : création de galeries, aération, 

drainage, fragmentation de la matière organique, brassage énergique de ces fragments, malaxage 

et transport des matières organiques dans tout le profil du sol et formation d'agrégats stables et  
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amélioration de la porosité, donc de la structure et de la stabilité structurale du sol (par le 

biais de la fabrication d’humus) (Maalem,2014) 

b). Une action chimique :  

 Lutte contre le lessivage en remontant les éléments minéraux lessivés hors d’atteinte des 

racines, et enrichissement en minéraux assimilables. Leurs déjections sont 

considérablement plus riches en potassium, phosphore et magnésium assimilables.  

 Amélioration de l’assimilabilité des éléments minéraux grâce à cette prédigestion 

notamment par les vers de terre. 

 Mobilisation sous forme organique d’une partie des éléments minéraux présents dans le 

sol. (Maalem, 2014). 

c). Une action biologique  

 Stimulation de la flore microbienne de la rhizosphère avec une sélection et un 

rajeunissement permanents des souches les mieux adaptées. 

 Limitation d’invasions extérieures par des parasites (Maalem,2014). 

 

3 Rhizobacteries stimulatrices de la croissance végétale  

Plusieurs interactions, bénéfiques (symbioses) ou non, voire délétères (pathogénie) sont 

observées entre plantes, bactéries et champignons du sol fleuriront l'activité biologique de ce sol. 

Parmi les interactions bénéfiques aux plantes, on peut citer les symbioses fixatrices d'azote, les 

associations avec les bactéries promotrices de croissance (PGPR) ou de santé, et les interactions 

avec les champignons mycorhizogènes. (Elaine, 2015).  

Les PGPR interviennent sur la croissance des plantes salons plusieurs mécanismes, de 

manière directe ou indirecte (Figure 4). Ces bactéries sont capables de coloniser efficacement les 

systèmes racinaires et influencent de manière bénéfique la plante en stimulant sa croissance et/ou 

en la protégeant contre des infections par des agents phytopathogènes. Ces bactéries de la 

rhizosphère sont alors reprises sous le terme PGPR (Plant Growth-Promoting Rhizobacteria). La 

plupart des souches bactériennes exploitées comme biopesticides appartiennent aux genres 

Agrobacterium, Bacillus et Pseudomonas. (Haas et Defago, 2005) 
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 Figure 4: Interactions entre plantes et bactéries coopératives dans la rhizosphère (Khan et 

al., 2009) 

 
 
 
 
 
 
 

Tableau 2: Substances favorisant la croissance libérées par PGPR 

 

 

 

 

 

 

PGPR Traits de promotion de la croissance des plant  
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3.1 Effet directe des PGPR sur la plante 

Les bactéries PGPR facilitent la croissance des plantes directement en aidant à l'acquisition des 

ressources (azote, phosphore et minéraux essentiels) ou par modulation des niveaux d’hormone 

végétales (Munees et Mulugeta, 2013) 

3.1.1 Acquisition des ressources 

3.1.1.1 Fixation d’azote 
 

L'azote (N) est le nutriment le plus vital pour la croissance et la productivité des plantes. Bien qu'il y ait 

environ 78% de N2 dans l'atmosphère, il est indisponible pour les plantes en 

 
 
                                                                                                                                                                                               

PGPR Traits de promotion de la croissance des plant  

Pseudomonas putida ; Pseudomonas  aeruginosa 

;Klebsiella sp ; Enterobacterasburiae 

IAA, siderophores, HCN, ammoniaque, 

exopolysaccharides, solubilization du phosphate  

Psychrobacter sp. SRS8, Bradyrhizobium sp. 750, 

Pseudomonas sp., Ochrobactru mcytisi 

Mobilisation des métaux lourds 

Stenotrophomonas maltophilia activité du Nitrogenase, solubilization du phosphate, 

IAA, ACC deaminase 

Pseudomonas sp. solubilization du Phosphate, IAA, siderophore, HCN, 

potential de biocontrol 

Burkholderia Pseudomonas sp. ACC deaminase, IAA, siderophore, solubilisattion des 

métaux lourds, solubilizationdu phosphate 

Pseudomonas, Bacillus solubilization du Phosphate, IAA et siderophores 

Bacillus spp., Pseudomonas spp., Az otobacter spp., 

Rhizobium spp. 

IAA, production de l’ammoniaque 

Pseudomonas chlororaphis, Baciilus subtilis Activité antifongique 
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croissance. Le N2 atmosphérique est converti en formes utilisables par la plante par la fixation 

biologique de N2 par les bactéries en utilisant un système enzymatique complexe appelé nitrogénase 

(Kim et Rees, 1994).  

Les bactéries fixatrices de l’azote ont la capacité de récupérer l'azote atmosphérique et de le 

fournir aux plantes par deux mécanismes: symbiotiques et non symbiotiques. La fixation d'azote 

symbiotique est une relation mutualiste entre une bactérie et la plante. La bactérie entre d'abord dans la 

racine et plus tard sur les nodules de forme dans lesquels se produit la fixation de l'azote. Le rhizobium 

est un vaste groupe de rhizobactéries qui ont la capacité d’établir des interactions symbiotiques par la 

colonisation et forme de nodules racines dans le végétale, dans le quelle l'azote est fixé à 

L'ammoniaque et le rendre disponible pour l'hôte (Munees et Mulugeta, 2013) 

3.1.1.2 Solubilisation du phosphate 

Le phosphore et le deuxième nutriment important limitant la croissance des plantes après l’azote, 

il est largement disponible dans le sol sous deux forme organique et inorganique (khan et al., 2009). Il 

joue un rôle pratiquement important dans tous les processus métaboliques majeurs dans les plantes, y 

compris la photosynthèse, le transfert d'énergie, la transduction du signal, la biosynthèse 

macromoléculaire et la respiration (Khan et al., 2010).  

Les plantes sont incapables d'utiliser le phosphate car 95 à 99% de phosphate présents sous la 

forme insoluble, immobilisée et précipitée. Les plantes absorbent le phosphate uniquement sous deux 

formes solubles: les ions monobasique (H2PO4) et basique (HPO4²) (Govind et al., 2015). La 

solubilisation microbienne du phosphate joue un rôle important dans la conversion du P insoluble en P 

soluble. En effet, il a été démontré que certains microorganismes du sol sont impliqués dans la 

solubilisation des phosphates insolubles. Ces microorganismes bénéficient directement du P bio 

disponible nécessaire pour leur croissance. De même, d’autres organismes sont en mesure de profiter 

du P solubilisé, tels que les champignons et les plantes supérieures. Notons que ces microorganismes 

produisent des acides organiques et relâchent des protons, qui à travers leurs groupements 

carboxyliques, chélates les cations fixés aux phosphates insolubles ce qui permet de les convertir en 

formes solubles (Salma, 2015) 

3.1.1.3 Solubilisation du potassium  

C’est le troisième nutriment majeur important pour les plantes. Les concentrations de potassium 

soluble dans le sol sont généralement très faibles et plus de 90% de potassium dans 
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le sol existe sous forme de roches insolubles et de minéraux de silicate (Parmar et Sindhu, 

2013). En outre, en raison de l'application déséquilibrée des engrais, la carence en potassium devient 

l'une des principales contraintes dans la production végétale. Sans potassium adéquat, les plantes ont 

des racines mal développées, poussent lentement, produisent de petites graines et ont des 

rendements plus faibles (Kumar et Dubey, 2012). On a signalé que les microorganismes des sols 

jouaient un rôle clé dans le cycle K naturel et, par conséquent, les microorganismes solubilisants de 

potassium présents dans le sol pourraient fournir une technologie alternative pour rendre le 

potassium disponible pour l'absorption par les plantes (Rogers et al., 1998) 

3.1.2 Production des sidérophores 

Le fer est un nutriment vital pour presque toutes les formes de vie (Neilands, 1995). Ces 

oligoéléments sont soumis à une forte compétition, certaines bactéries sont capables de séquestrer le 

fer du milieu environ à l’aide de molécules appellées sidérophores. Ces siderophores se lient avec 

l'ion ferrique et forment un complexe siderophore-ferrique qui se lie ensuite avec des récepteurs 

dépendants de la suspension de fer à la surface de la cellule bactérienne. L'ion Ferrique est ensuite 

relâché et actif dans le cytoplasme comme ion ferreux. Beaucoup de plantes peuvent utiliser divers 

siderophores bactériens comme sources de fer. Les bactéries productrices de sidérophores 

appartiennent aux genres Bradyrhizobium, Pseudomonas, Rhizobium, Serratia et Streptomyces 

(Kuffner et al., 2008). Le siderophore le plus connu est l'aérobactine 

3.1.3 Production des phytohormones 

Une large gamme de microorganismes trouvés dans la rhizosphère est capable de produire des 

substances qui régulent la croissance et le développement des plantes. Les rhizobactéries favorisant 

la croissance des plantes produisant des phytohormones telles que les auxines, les cytokines, les 

gibbérellines et l'éthylène peuvent affecter la prolifération cellulaire dans l'architecture racinaire par 

la surproduction de racines latérales et de racines avec un accroissement subséquent de l'apport 

d'éléments nutritifs et d'eau (Arora, 2013) 

3.2 Effet indirect des PGPR sur les plantes 

3.2.1 Productions des antibiotiques : 
 

La production d'antibiotiques est considérée comme l'un des mécanismes de biocontrôle 

les plus puissants et les plus étudiés chez les PGPR. (Shilev, 2013) example d’antibiotiques 
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produits par PGPR : l'acide phénazine-1-carboxyclique, l'oomycine A et les les rhamnolipides  

(Fernando et al., 2005) 

l'acide phénazine-1-carboxyclique a été secrété par Pseudomonas fluorescens 2-79, 

synthétise l'acide phénazine-1-carboxylique (PCA), un antibiotique pigmenté qui inhibe G. 

graminis var. Tritici et d'autres agents pathogènes racémiques in vitro à moins de (1 g / ml), Les 

mutants de 2-79 défectueux dans la production de PCA (Phz-) ne parviennent pas à inhiber G. 

graminis var. Tritici et sont considérablement réduits dans leur capacité à supprimer le take-all, 

tandis que les mutants génétiquement restaurés pour la production de PCA (Phz +) regroupent de 

manière coordonnée l'activité antifongique in vitro et sur le blé 

L'oomycineA : est responsable de l’aptitude de Pseudomonas à réduire 70% l’infection de 

la racine par Pythium cotton et de sa capacité à augmenter de 50% l'émergence des graines de 

cootton (Shilev ,2013) 

• Les rhamnolipides : Pseudomonas aeruginosa produit et sécrète des bio-tensioactifs 

glycolipides contenant du Rhamnose appelés Rhamnolipides. La production de Rhamnolipides 

dépend des voies métaboliques centrales, telles que la synthèse des acides gras et les sucres 

activés par le dTDP, ainsi que sur les enzymes participant à la production de l'alginate 

d'exopolysaccharide. La synthèse de ces tensioactifs est régulée par un système de régulation 

génétique très complexe qui contrôle également différents traits associés à la virulence de P. 

aeruginosa. Les Rhamnolipides ont plusieurs applications industrielles et environnementales 

potentielles, y compris la production de produits chimiques fins, la caractérisation des surfaces et 

des revêtements de surface, comme additifs pour l'assainissement environnemental et comme 

agent de contrôle biologique (Maier et Soberón, 2000) 

Ces antibiotiques sont connus pour posséder des activités antivirales, antimicrobiennes, 

antiinflammatoires, anti-oxydantes, cytotoxiques, antitumorales et agissant également sur la 

croissance de plantes (Fernando et al., 2005 et Kim, 2012). 

3.2.2 Induction d’un système de résistance (ISR) 
 

Les PGPR peut déclencher chez la plante un phénomène connue sous le nom d’induction de 

la résistance systémique qui est phénotypiquement similaire à la résistance systémique acquise 

qui se produit lorsque la plante active ses mécanismes de défense en réponse à une infection par 

un agent pathogène (Corné et al., 2009). Les plantes inoculées avec des PGPR peuvent 

également fournir une résistance systémique contre un large éventail 
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de pathogènes végétaux. Les maladies d'origine fongique, bactérienne et virale et, dans certains 

cas, même les dommages causés par les insectes et les nématodes peuvent être réduits après 

l'application de PGPR (Naznin et al., 2012). Il confère à la plante un certain degré de protection à 

des attaques ultérieures par un phytopathogène via la stimulation de mécanismes de défense 

systémique. Cette « immunité » s’initie suite à la perception par la plante de molécules dites « 

élicitrices » produites par le microorganisme bénéficiaire (cherif , 2014)  

3.3 Formation des biofilms par les PGPR 

Les biofilms sont des communautés microbiennes uni ou milti adhérentes aux surfaces 

biotiques ou abiotiques et / ou en contact intime l'une avec l'autre, enfermées dans une matrice 

autoproduite de substances polymères extracellulaires (EPS). Des biofilms moins complexes avec 

un nombre inférieur de cellules sont décrits de manière variable comme des microcolonies, des 

agrégats ou des grappes de cellules (Ramey et al, 2004). La production de biofilm par PGPR 

reflète leur pouvoir de colonisation du système racinaire et est considéré comme une activité 

PGPR importante (Prescott ,2003).  

Plusieurs étapes sont impliquées dans la formation du biofilm, par réponse à des indices 

environnementaux la présence des nutriments les cellules planctoniques se déplacent vers une 

surface appropriée et se fixe premièrement à une surface selon leur  fimbria et/ou pili par une 

faible force de Ven Der Wall ou liaison hydrogène pour rendre la fixation réversible par le temps 

l’attachement deviens essentiellement irréversible, par la suite d’une accumulation d’interactions 

faibles et un changements dans l’expression des gène, c’est-à-dire que lorsque les cellules 

bactériennes commencent à sécréter EPS. Lorsque de nombreuses cellules bactériennes ont été 

regroupées dans ce pré-biofilm en croissance en raison de la division cellulaire bactérienne et 

d’autres microbes se joignant, développent des micro colonnes qui conduisent finalement à la 

formation de macro colonies(biofilms matures).Enfin, lorsque le biofilm est assez grand, les 

cellules bactériennes commencent à se détacher du biofilm, ces cellules bactériennes reprenant 

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

4 Le genre Bacillus 

Le genre bactérien Bacillus pourrait être intéressant à utiliser comme PGPR. Ce genre 

bactérien appartient à la famille des Bacillaceae de l'ordre des Bacillales dans l'embranchement 

des Firmicutes.  
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4.1 Morphologie, phénotype et environnement 
                                                                                                                                               

                                                                                                                                                                                                                                                  
 

Les Bacillus sont des cellules en forme de bâtonnet droit ou légèrement recourbé que l'on 

retrouve seul ou en pair, parfois en chaine et occasionnellement en long filament  (Schleifer , 

2009).  

Les Bacillus se distinguent des autres membres des Bacillaceae par leur nature aérobique 

stricte ou facultative (Slepecky et Hemphill , 2006) . le genre Bacillus représente une fraction 

d'un large consortium taxonomique de bactéries productrice d'endospore. La production 

d'endospore en condition aérobie représente le caractère définissant les Bacillus depuis 1920 

(Schleifer , 2009). Les endospores sont formées de façon intracellulaire à la fin de la phase 

exponentielle de croissance et une seule endospore par cellule sera formée et leur position dans la 

cellule est aussi caractéristique (Schleifer,2009). Les endospores sont extrêmement donnantes 

métaboliquement et ne possèdent pas d'ATP (Schleifer , 2009) .  

Les Bacillus sont phénotypiquement et génétiquement hétérogènes. Ils exhibent diverses 

propriétés physiologiques ainsi ils sont capables de dégrader la plupart des dérivés animal ou de 

plantes, sont des producteurs d'antibiotiques, des nitrificateurs hétérotrophes, sont capable de 

dénitrification, de fixation d'azote, des précipitateurs de fer, des oxydants de sélénium, des 

oxydants et réducteurs de manganèse, des chemiliotrophes facultatifs, des acidophiles, des 

alcalophiles, des psychrophiles et des thermophiles (Schleifer , 2009). 

 Ils sont aussi mobiles grâce à des flagelles péritriches ou péritriches dégénérés ou non 

mobiles (Schleifer , 2009). Les espèces de Bacillus sont reconnues pour produire une grande 

variété de molécules biologiquement actives incluant des polyketides, des lipopeptides, des 

sidérophores et des peptides (Hamdache et al., 2013). Les Bacillus peuvent produire au moins 

une enzyme extracellulaire ce qui peut inclure différentes protéases, pénicillinases, nucléases, 

phosphatases et lipases ( Slepecky  et Hemphill , 2006) 

Il est possible pour les Bacillus de produire des antibiotiques comme métabolites 

secondaires en fin de phase logarithmique et au début de la phase stationnaire (Slepecky  et 

Hemphill , 2006) .  

La plupart des Bacillus sont des saprophytes et sont largement distribués dans 

l'environnement (Schleifer , 2009) . Les Bacillus sont des bactéries ubiquitaires. Ils sont retrouvés 

dans divers environnements tels que les plantes et sols, les évents hydrothermaux,  
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des environnements extrêmes, l'eau de mer, etc. (Hamdache et all., 2013) et cette 

distribution dans divers environnements démontre la grande capacité métabolique des 

Bacillus. Il est possible de cultiver plusieurs espèces de Bacillus à partir d'échantillons de 

sols. Les espèces retrouvées en abondances dans les échantillons de sols sont B. subtilis et B. 

cereus (Pérez-Garcia et al., 2011). 

4.2 Utilisation des Bacillus 

 Certaines souches de Bacillus sont utilisées au niveau industriel. Il est estimé que les 

enzymes produites par Bacillus représentent 50 % des enzymes sur le marché (Schallmey et 

al.,2004) . Divers Bacillus tels que B. licheniformis, B. halodurans, B. subtilis, B. 

amyloliquefaciens et B. clausii sont utilisés au niveau industriel(Schallmey et al.,2004) . Les 

différentes enzymes (amylase, protéase, ~-glucanase, etc.) produites par les Bacillus sont 

utilisées dans différents procédés industriels. On les retrouve dans les détergents (protéase 

alcaline), pour la cuisson ( amylase), l'amidon (a-anlylase, pullunase, glucose isomérase), le 

textile (pectate lyase, amylase, mannanase) et les boissons (amylase, ~-glucanase) 

(Schallmey et al.,2004) . 

Il y a quatre espèces entomopathogéniques qui sont actuellement utilisées ou qui 

possèdent le potentiel d'être utilisées comme insecticide (Schallmey et al.,2004) . Parmi 

celles-ci, l'espèce Baci/lus thuringiensis est utilisée comme biopesticide depuis plusieurs 

années. Les autres espèces pouvant servir comme insecticide sont B. sphaericus, B. popilliae 

et B. lentimorbus (Schallmey et al.,2004) . 

Les différents traits physiologiques (formation de spores, sécrétion de métabolites 

secondaires (antibiotiques, enzymes extracellulaires, etc.), leur membrane cellulaire, etc.) des 

Bacil/us leur permettent de survivre dans différents environnements, ce qui en fait un geme 

intéressant à utiliser comme PGPR. Il est possible de cultiver plusieurs Bacillus à partir de 

différents sols, car les bactéries formant des endospores en condition aérobique sont 

ubiquitaires dans l'écosystème des agricoles (McSpadden,2004). 

Certaines espèces de Bacillus sont déjà commercialisées comme biofertilisant ou 

biopesticide par exemple la souche Bacillus amyloliquefaciens FBZ42 est  commercialisée  
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comme biofertilisant par ABiTEP GbmH sous le nom de Rhizo Vital® (Borriss,2011). Il 

existe plusieurs bioformulations à base de Baeillus disponibles commercialement tel que  

Kodiak (B. subtilis GB03), Yield Shield (B.pumilus GB34), Bioyield (B. 

amyloliquefaciens GB99 + B. subtilis GBI22), VAULT (B. subtilis MBI600 + souches 

rhizobia) pour n'en nommer que quelques-unes (Borriss,2011).. 

 

                                                                                                                
                                                    



 

      

 

22 

 

 

 

 

 

Chapitre 2 
 
 
 
 

Matériels & Méthodes 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

      

 

23 

 

 

 

 

 

Chapitre 2 
 
 
 
 

Matériels & Méthodes 
 

 

                                                                                                                                 



 

       Matériels et Méthodes 

 

22 

                                                                             
      

1.Objectif  
 

L’objectif du présent travail est: 

 L’isolement des bactéries PGPR du genre Bacillus  à partir de la rhizosphère des 

plantes de blé dur cultivé sur le sol de village oued taria (willaya de Mascara), 

 La caractérisation de leur pouvoir de promotion de la croissance végétative ainsi que 

leur effet antagoniste vis à vis de deux  champignons phytopathogène modèle : 

Penicillium sp et Aspergillus sp. 

 L’évaluation de l’effet des  PGPR sélectionnées sur la germination et la croissance des 

graines de blé dur. 

 L’identification des souches a fort pouvoir de promotion. 

2. Matériel  

2.1. Isolats bactériens et souche fongique 
  

Les isolats ayant fait l’objet de l’étude bactériologique proviennent du sol 

rhizosphèrique des plantes de blé dur, âgé de 2 mois, récolté dans la région de Oued Taria 

willaya de Mascara.   

Les agents fongiques phytopathogène Aspergillus sp et . Pénicellium. sp., proviennent 

du laboratoire de l’unité de recherche INRAA, les souches fongiques ont été fournies sous 

une forme de cultures sur milieu de culture PDA (Annexe) dans des boites de pétri (Figure 

5). 

 

 

Figure 5 : Aspect macroscopique des cultures des souches fongiques sur milieu de 

culture PDA. 
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2.2. Matériel végétal 
 

Les plantes de blé dur utilisées proviennent de la région de Oued Taria willaya de Mascara. Le site est 

situé à côté de route nationale N°06. 

 

           Figure 6 : Localisation du site d’échantillonnage. (Source : Google Earth 

2020) 

3. Isolement du genre de Bacillus 
 

Le genre Bacillus a été isolé à partir d'échantillons de sol rhizophérique prélevés, en 

utilisant la méthode de dilution, la première dilution est bouillie à 80 ° C pendant 10 minutes 

pour éliminer toute forme végétale. Les dilutions sont ensuite ensemences sur un milieu de 

culture en gélose nutritive (Annexe 1). 

Les colonies obtenues sont purifiées puis caractérisés à l’échelle macroscopique et 

microscopique. 

4. Conservation des isolats 

Les colonies pures, isolées, sont ensemencées sur la pente des tubes par la méthode des 

stries, incubées à une température de 30°C pendant 48 heures. Les tubes manifestant une 

croissance bactérienne sont conservés à une température de 4°C, à un intervalle de temps de 

4-6 semaines.  

Concernant la conservation à longue durée, les souches isolées sont conservées dans un 

bouillon nutritif glycérolé à une concentration de 20 %, à une température de -20°C (environ 

1 an). 
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5. Identification préliminaire du genre Bacillus 

L’appartenance des souches isolées au genre Bacillus, est explorée en présentant six 

tests, à savoir l’aspect macroscopique des colonies sur la gélose, la coloration de Gram 

positive, la forme bacillaire, la réaction positive de la catalase et la présence des spores à 

l’intérieure des cellules bactériennes ainsi que le type respiratoire. 

5.1 Etude morphologique 

L’observation de l’aspect macroscopique des colonies permet d’effectuer une première 

caractérisation, avec une orientation possible des résultats au cours de l’identification. Les 

caractéristiques étudiées sont : 

 La forme des colonies : rondes, irrégulières…..etc. 

 La taille des colonies par la mesure du diamètre. 

 La chromogénèse : couleur de la colonie.  

 L’élévation : convexe, concave, plate….etc. 

 L’opacité : opaque, translucide ou transparente.  

  La surface : lisse, rugueuse, sèche, dentelée…..etc. 

5.2Coloration de Gram 
 

La coloration de Gram et l’observation microscopique ont permis la détermination de 

la forme, l’arrangement, la pureté, et la nature biochimique de la paroi des cellules purifiées 

et la distinction entre deux groupes bactériens : les bactéries à Gram positif, colorées en 

violette et à Gram négatif en rose (Annexe 2) (Marchal et Bourdon, 1982). 

5.3. Révélation de la catalase 

La catalase est une enzyme de haut poids moléculaire existante chez toutes les bactéries 

aérobies, permet de vivre en présence d’oxygène. Il existe en effet chez les aérobies une 

chaîne fixant l’hydrogène sur l’oxygène en aboutissant à de l’eau oxygénée (peroxyde 

d’hydrogène) selon la réaction  

 

La recherche de cette enzyme est effectuée par le dépôt d’une colonie pure sur une 

lame propre et l’ajout de quelques gouttes de l’H2O2 à une concentration de 10 volumlecture  

                                                                            

2H2O 2 2 H2O 
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positive se traduit par le dégagement de bulles d’air. 

 5.4.Revelation de l’oxydase 

Ce test permet la mise en évidence d’une enzyme : la phénylène diamine oxydase des 

bactéries à partir de leur culture en milieu de culture gélosé. Cette enzyme est capable 

d’oxyder un réactif : le N-diméthyl paraphénylène diamine. 

La recherche de cette enzyme consiste le dépôt d’une colonie pure sur le disque 

d’oxydase, mis sur une lame propre. La lecture positive se manifeste par l’apparition d’une 

coloration violette dans un délai de 30 secondes. 

5.5 Test Mannitol mobilité 

Le milieu de culture Mannitol-Mobilité, utilisé pour l’identification présomptive des 

souches bactériennes est mis en œuvre pour l’étude de la fermentation du mannitol, la 

mobilité et la réduction du nitrate (enzyme respiratoire). 

Le test est procédé par l’ensemencement de la colonie à l’aide d’un fil de platine ou 

d'une pipette Pasteur, par piqûre centrale, jusqu’au fond du tube de gélose, incubée pendant 

24 heures à 30°C (Annexe 1). 

La fermentation du mannitol est traduite par un virage de la couleur du milieu de 

culture au jaune et les bactéries mobiles envahissent le milieu de culture à partir du point 

d’ensemencement. 

          5.6Coloration des spores au vert de malachite 

Les bactéries appartenant au genre de Bacillus forment une structure 

exceptionnellement résistante appelée endospore, sa morphologie et sa localisation varient 

selon les espèces et elle est souvent précieuse dans l’identification. 

La technique de coloration des spores est procédée en deux étapes successives (Ejiofor 

et Johnson 2002). Après la fixation du frottis, la lame est couverte par le vert de malachite, 

incubée à 55°C pendant 20 min, rincée avec de l’eau distillée. Ensuite, la lame est recolorée 

avec le safranine pendant 5 min, rincée une deuxième fois avec de l’eau distillée, séchée et 

observée à l’aide d’un microscope optique à immersion où les spores apparaissent en vert 

émeraude et le matériel végétatif apparait en rouge. 
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5.7.Détermination du type respiratoire 

La culture bactérienne en milieu de culture liquide est utilisée pour l’ensemencement 

du milieu de culture « viande-foie » (VF) en surfusion, puis incubée à 30°C pendant 24 

heures (Annexe 1). Le type respiratoire est déterminé selon le niveau de croissance dans le 

tube. 

5.8.L’identification de l’espèce par la galerie API 20 E/50 CH 

Les souches isolées, sélectionnées stimulatrice de la croissance, appartenant au genre 

Bacillus, ont fait l’objet d’une identification phénotypique. Les galeries API 20 E et 50 CH 

composées de microtubes contenant des milieux et substrats sous forme déshydratée sont 

utilisées selon les recommandations décrites par Biomerieux, France (Annexe 2). 

Les galeries sont préparées pour la culture bactérienne des souches sélectionnées 

retenues :  Le fond et le couvercle des boites d’incubation sont réunis, un volume de 5 ml 

d’eau distillée stérile est introduit dans les alvéoles afin de créer une atmosphère humide et 

les galeries sont placées dans les boites d’incubation. 

Des colonies isolées, sélectionnées stimulatrices de la croissance sont inoculées dans 

une solution de NaCl à une concentration de 0.9%. L’inoculum est ensuite ajusté une 

concentration cellulaire de 10 8 UFC/ml, qui correspond à un standard de 0.5 de Mc Farland, 

ou par mesure de la densité optique ajustée à 0.1 à une longueur d’onde de 600 nm. Les 

suspensions bactériennes sont introduites dans les tubes de la galerie avec une micropipette 

tout en évitant la formation des bulles d’air. 

Les tubes et cupules sont remplis pour la réalisation des tests CIT, VP et GEL, pour les 

autres tests, seuls les tubes sont remplis. Les tests ADH, LDC, ODC, H2S et URE nécessitent 

l’ajout d’huile de paraffine stérile dans leurs cupules afin de créer une anaérobiose. 

Les galeries inoculées sont ensuite incubées à une température de 30°C pendant  24-48 

heures. 

La lecture des résultats s’effectue directement lors du changement de la couleur et 

indirectement par l'utilisation des réactifs de révélation (VP1, VP2, NIT1, NIT2, James et 

Kovacs). Les galeries api 50 CH sont inoculées de la même façon. 

Les résultats sont rapportés sur les fiches d’identification sous forme de signes (+, -) 

des tests positifs négatifs respective et la lecture est effectuée par l’utilisation du logiciel  
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Bacterial Identification Program (Emanuel et al., 2009).  

6.   Caractérisation du potentiel de promotion de la croissance 

6.1. Screening des souches, isolées sélectionnées solubilisant le 

phosphate 

La solubilisation des phosphates est évaluée sur milieu de culture Pikovskaya (PVK) 

(Annexe  1) contenant du Ca3(PO4)2 comme source de phosphore par la méthode décrite par 

(Gaur, 1990). Un  volume  de  2  d’une  pré-culture  de  24  heures  des  souches,  isolées 

sélectionnées stimulatrice de croissance de blé dur, est déposé sur la surface du milieu de 

culture PVK, incubé à une température de 30°C pendant 7 jours. 

La solubilisation du phosphate se manifeste par l’apparition d’un halo clair autours de 

la colonie inoculée. Le taux du phosphate solubilisé est calculé par l’indice de solubilisation 

selon la formule suivante (Sitepu et al., 2007): 

6.2.  Screening des souches, isolées sélectionnées productrices de l’acide 

indole acétique 

La production d’IAA des souches, isolées sélectionnées stimulatrices de 

croissance de blé dur, est déterminée selon la méthode standard (Bric et al., 1991). 

La colonie isolée est étalée sur milieu de culture gélosé Luria-Bertani,  additionné 

d’une concentration  de 5 mM  de L-tryptophane, 0.06% de SDS, et 1% de glycérol 

(Annexe 1). Ensuite, un disque de papier Whatman n°1 (80 mm de diamètre), est 

déposé sur la surface du milieu de culture gélosé, incubée à une température de 28°C 

pendant 48 heures, récupéré, traité avec le réactif de Salkowski (2% de FeCl3 à 0.5M 

dans 35% d’acide perchlorique) (Annexe 1). Les disques sont saturées dans une boite 

de Pétri lors de l’imprégnation dans le réactif, après 10-30 min. La production d’IAA 

se manifeste par la formation d’un halo rose rouge autour des colonies inoculées et la 

production d’autres types d’indoles est traduite par le virage de la coloration jaune au 

jaune brune à marron (Naik et Sakthivel, 2006). 

6.3.Screening des souches pour la fixatation d’azote 

 

SI = 
    Diamètre de la colonie+ diamètre de la zone claire  

Le diamètre de la colonie 
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La fixation d’azote moléculaire des souches isolées, sélectionnées stimulatrices de 

croissance de blé dur, est mise en évidence sur milieu de culture solide dépourvu  

d’azote (Annexe 1). Le milieu de culture N-free est ensemencé par stries à partir des 

souches isolées, sélectionnées, incubées à une température de 30°C pendant 48 

heures. La lecture positive se manifeste par croissance des colonies ensemencées. 

6.4. Activité anti fongique 

 L’étude de l’activité antifongique des 14 isolats sélectionnés vis-à-vis de la croissance 

mycélienne d’Aspergillus sp. et de Penicillium .sp est mise en évidence par la méthode de 

confrontation par contact direct (Gerbaldo et al., 2012) .Un fragment mycélien d’un 

diamètre de 5 mm de phytopathogène est déposé au centre d’une boite de Pétri contenant un 

volume de 20 ml de milieu de culture PDA (Annexe1). Les cultures bactériennes ajustées à 

0.5 Mc Farland, sont inoculées à 1 cm de la bordure de la boite de Pétri et à une distance de 3 

cm du mycélium fongique. Deux boites de Pétri contenant le milieu de culture PDA inoculé 

avec un fragment mycélien d’une des 2 souches fongiques sont utilisées comme témoin. Les 

boites sont incubées à température de 30°C jusqu’à l’envahissement de la surface du milieu 

de culture par le mycélium fongique. La croissance radiale des phytopathogènes est mesurée 

et le taux d’inhibition est calculé par l’utilisation de la formule de (Sgroy et al., 2009) 

comme suit: 

I=(C-T)/C ×100 
I : le pourcentage d’inhibition de la croissance mycélienne, C : diamètre du mycélium 

dans la boite contrôle (mm), T : diamètre du mycélium en présence de la bactérie (mm). 

6.5. Screening des souches isolées, sélectionnées productrice de l’acide 

cyanhydrique HCN 
 

La capacité des souches, isolées à produire de l’acide cyanhydrique est effectuée selon 

la méthode décrite par Lorck en 1948. 

Les souches sont ensemencés par strie sur un milieu de culture gélosé additionnée de                                                                              

4.4g/l de glycine et des disques de papier Whatman n°1, saturés en picrate alcalin, sont 

déposés dans les couvercles des boites, scellées au parafilm et incubées inversées à 28°C 

pendant 4 jours (Ahmad et al., 2008 ; Trivedi et al., 2008). Une production modérée et 

élevée d’HCN est indiquée par un virage de la couleur du jaune vers le brun clair au rouge 

brun (Trivedi et al., 2008). 
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6.6. Screening des souches pour la production des protéases 

L’étude de l’activité protéolytique des souches est mise en évidence selon la méthode 

décrite par de (Smibert et Krieg, 1994). Les souches isolées, sélectionnées stimulatrices de 

croissance de blé dur sont inoculées dans un milieu de culture gélosé additionné de lait 

écrémé, incubées à une température de 28°C pendant deux jours (Annexe 1). La lecture 

positive se manifeste par le développement d’un halo clair autour des colonies ensemencées 

(Naik et Sakthivel, 2006). 

7.Effet des isolats sur la germination des graines de blé dur 
 

Dans le but d’apprécier l’effet des isolats sur la germination des graines du blé dur, un 

essai de germination est effectué. 

Les graines de blé dur sont désinfectées dans une solution d’hypochlorite de sodium à 

18° pendant 5 minutes puis rincées 6 fois à l’eau distillée stérile. 

Les suspensions bactériennes sont préparées à partir des cultures sur milieu de culture 

bouillon Bacillus , les charges bactériennes sont ajustées à 0.5 Mc Farland. Les graines sont 

mises pour une durée de 30 min, dans les béchers contenant l’inoculum bactérien. Chaque 

isolat est testé séparément. Le témoin négatif est préparé à l’aide des graines trempées dans le 

milieu stérile. 

Les graines sont déposées dans des boites de pétri de 10 cm de diamètre contenant un 

papier filtre imbibé d’eau distillée stérilisée. Chaque boite a reçu 10 graines. 

Dix jours après le lancement du test, L’évaluation des résultats est effectuée par le 

relever et le calcul des paramètres : pourcentage de germination, la longueur de la radicelle et 

de la longueur de la tige, poids sec et l’indice de vigueur calculé selon la formule : 

 IV (%) = (longueur moyenne de la partie racinaire + longueur moyenne de la partie 

aérienne) × le taux de germination %
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Les Bacillus représentent le plus large et proéminent groupe de bactéries aérobies formant 

des endospores et ont reçu une attention considérable au niveau taxonomique, car les différentes 

espèces ont des applications remarquables dans différents secteurs (médical, industriel, 

environnemental et agricole). Au secteur agricole, une large application des PGPR du genre 

Bacillus peut réduire la dépendance aux produits chimiques. De plus, c'est une technologie 

accessible, saine et durable. Les objectifs initialement tracées pour le présent travail étaient: 

 L’isolement des bactéries PGPR du genre Bacillus  à partir de la rhizosphère des plantes de 

blé dur cultivé sur le sol de village oued taria (willaya de Mascara), 

 La caractérisation de leur pouvoir de promotion de la croissance végétative ainsi que leur 

effet antagoniste vis à vis de deux champignons phytopathogène modèle : Penicillium sp et 

Aspergillus sp. 

 L’évaluation de l’effet des PGPR sélectionnées sur la germination et la croissance des 

graines de blé dur. 

 L’identification des souches à fort pouvoir de promotion. 

La survenue de la pandémie du Covide 19 avec toutes les mesures préventives instaurées par 

l’état et le gel des activités au sein des établissements universitaires du pays, ont empêchés la 

bonne conduite de la présente étude et, de ce fait, on s’est retrouvé contraint à transformer le travail 

expérimental prévus en une analyse bibliographique où ont été revus et discutés les contributions 

des scientifiques et chercheurs Algériens autour du thème abordé. Les travaux en question sont 

ceux de Cherif, 2014 (thèse de doctorat) ; Hassani et Hassani, 2017 (mémoire master) et Bouras, 

2018 (thèse de doctorat). 

1. Isolement, purification et caractérisation des bactéries du genre 

Bacillus 

Les trois auteurs ont réussi à isoler des souches de bactéries rhizospheriques du genre 

Bacillus. Les isolats sont obtenus de 4 plantes hôtes et les sites d’étude sont reparties entre l’Est le 

Sud-Est et l’Ouest du pays. Le nombre d’isolats retenus varie de 15 à 40 (Tableau 1).  

Dans les 3 documents, lors de l’isolement, la stratégie du choc thermique est adoptée pour la 

sélection des bactéries sporulées, elle permet l’élimination des formes végétatives et les formes 

sporulées (formes de résistance) se développent dans les conditions favorables (Lynn et al., 1999).  
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Les résultats de ces études se concordent avec les données rapportés dans de la littérature sur 

l’abondance de ce genre au niveau de la rhizosphère. Selon Holl et Chanway, (1992), l’habitat 

primaire du genre Bacillus est le sol et la rhizosphère particulièrement, les systèmes racinaires des 

plantes. Wipat et Harwood, (1999) ont rapporté sur l’abondance du genre de Bacillus dans la 

rhizosphère, ils estiment leur nombre à 107 par gramme de sol. 

Tableau 3 : Site, plante hôte et nombre isolats retenus par les auteurs des travaux à analyser. 

Auteurs Site de prélèvement Plant hôte Nombre d’isolats 

Cherif, 2014 
SETIF, BOU-SAADA 

ET DJELFA 
Blé et orge 40 

Hassani et Hassani, 

2017 

Ain Tolba willaya de 

AIN TEMOUCHENT 
Pois chiche 15 

Bouras, 2018 
Tessala willaya de 

SIDI BEL ABBES 
Lentille 18 

 Les colonies observées, par ces auteurs, présentent majoritairement un aspect macroscopique 

très hétérogène, des colonies de différentes formes, tailles, couleurs et aspects (Figure 7) 

 

Figure 7 : Aspect macroscopique des souches. Cherif, 2014 (C) ; Hassani et Hassani, 

2017 (A) et Bouras, 2018 (B). 

Les souches présentent un aspect microscopique typique du genre 

Bacillus : forme bacillaire, Gram positif, taille variant entre 2 et 10 μm de long 

et 0.5 à 2μm de large, des bords parallèles et des extrémités rondes ou 

tronquées (Figure 8).  

A      B   C 



 

     Résultats et Discussion 

 

32 

 

Figure 8: Aspect microscopique des souches isolées par Hassani et Hassani, (2017). 

La production de spores est vérifiée par observation microscopique des 

cultures âgées de plus que 48 heures (Figure 9). La capacité de sporulation de 

ce genre bactérien favorise d’une part l’ubiquité et d’autre part la survie dans 

des environnements très divers (Cherif, 2014).  

 

Figure 9: Aspect et position des spores produit par les souches (Hassani et Hassani, 2017). 

1.1. L’identification des souches 

Les auteurs des travaux analyses ont adoptés des approches différentes 

pour l’identification des souches isolés : 
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Cherif, (2014) a choisi une approche moléculaire, l’identification 

moléculaire par le séquençage du gène de l’ARNr16S (un seul isolat) a permis 

l’affiliation phylogénétique de la souche D13 au genre Bacillus par 

comparaison aux séquences d’espèces proches.  

Hassani et Hassani, (2017) ont procédés à une identification préliminaire 

(appliquée à la totalité des isolats) basée essentiellement sur la présence de six 

critères tels que l’aspect macroscopique des colonies (forme R : routh), la 

forme bacillaire le Gram positive, la production de spores, la réaction positive 

au test de catalase et le type respiratoire aérobie. Selon Emanuel et al., (2009) 

ces caractères témoignent de l’appartenance des souches au genre Bacillus. 

Tandis que, Bouras, (2018) a adopté une approche biochimique basée sur 

l’étude d’activités enzymatiques et de la fermentation des sucres à l’aide de 

mini systèmes d’identification disponibles dans le commerce sous forme de 

galeries (API 20NE et API 50CH). Ces dernières permettent l’identification de 

cette bactérie ainsi que le diagnostic différentiel avec les autres bactéries de la 

même famille. Le profil biochimique obtenus par cet auteur fut analysé et 

interprété à l’aide du logiciel Identax bacterial identification system version 

1.2, les deux souches retenus fut identifiées comme appartenant au genre 

Bacillus et aux espèces boduis et lichiniformis. 

2. Caractérisation du potentiel de promotion de la croissance 

Selon Francis et al., (2000) ; l’intérêt de bactéries PGPR du genre 

Bacillus réside dans la diversité de leurs modes d’action, elles peuvent afficher 

presque tous les mécanismes de lutte biologique, de biostimulation et de 

biofertilisation. La capacité des souches sélectionnées à l’expression des divers 

mécanismes implique dans promotion de croissance des plantes est mise en 

évidence via une série de test dont : la fixation d’azote, la solubilisation de 

phosphore, la production d’acide indolacetique et l’antibiose.   

2.1. Screening des souches pour la solubilisation du phosphate inorganique 

Le test de solubilisation des phosphates s’opère sur milieu de culture 

Pikovskaya solide. Les souches bactériennes et fongiques présentant une 

activité de solubilisation du P sont détectées par la formation d'un halo clair 

(signe de solubilisation) autour de leurs colonies (Figure 10). La production 
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d'un halo sur un milieu gélose solide ne doit pas être considérée comme le seul 

test de solubilisation P. Lorsque les colonies se développent sans halo après 

plusieurs repiquages sur le même du milieu, un test supplémentaire en milieu 

liquide doit être effectué et les quelques isolats obtenus après une sélection 

aussi rigoureuse doivent être testés davantage pour la production d'acides 

organiques (Sharma et al., 2007). 

 

Figure 10: Solubilisation du tricalcuim phosphate par la souche GN 2 sur milieu 

Pikovskaya. (Hassani et Hassani, 2017). 

Les micro-organismes libèrent le P par la production d'acides organiques 

et/ou par la sécrétion de H +. Par conséquent, le P peut être libéré par la 

substitution des protons ou sa complexation avec le Ca2+ (Illmer et Schinner, 

1995). Ainsi lors de la solubilisation, les bactéries acidifient l’espace 

périplasmique par oxydation directe du glucose. Ce processus conduit à la 

libération de différents acides organiques (lactique, gluconique, isobutyrique, 

acétique, glycolique, oxalique, malonique et succinique). Cependant, ces 

composés sont libérés difficilement dans le milieu solide contrairement au 

milieu liquide (Nautiyal, 1999). La conséquence de ce phénomène se 

manifeste par la non-apparition du halo de transparence autour des colonies des 

souches solubilisant efficacement les phosphates sur bouillon PVK. 

L’alimentation minérale en phosphate est une des principales activités 

améliorant la croissance des végétaux. Les trois auteurs ont rapporté 

l’expression de cette activité par plusieurs les souches de Bacillus testées 

(Tableau 4). Les taux de solubilisation exprimés sont appréciables. Ces 

souches peuvent être considérées comme des biofertilisants car elles sont 

capables de libérer des quantités de P supérieure à celles nécessaires à leur 
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métabolisme, ce qui permet aux plantes d’absorber le surplus (Kloepper al., 

1989).  

Tableau 4 : Analyse des résultats du test de solubilisation de phosphore pour les trois auteurs. 

Auteurs Technique adoptée 
Taux d’expression 

de l’activité 

Taux de 

solubilisation 

Cherif, 2014 
Recherche sur milieu 

liquide 
60% des souches 0 à 16.65 μg/ml. 

Hassani et Hassani, 

2017 
Recherche sur milieu 

solide 

50% des souches 
IS variant de 0 à 

2.8 

Bouras, 2018 10% des souche IS variant de 0 à 3 

Wani et al. (2007) ; décrivent les souches de Bacillus comme des agents 

de solubilisation efficaces, ces bactéries sont même considérées comme les 

plus performants (Illmer et Schinner 1992), elles dessoudent le P du sol grâce 

aux acides organiques de faible poids moléculaire qu’elles secrètent (Illmer et 

Schinner, 1995). 

2.2. Screening des souches pour la production d’acide indole acétique 

Environ 80% des bactéries rhizosphériques sont capables de produire de 

l’AIA. Le L-tryptophane est considéré comme le précurseur parce que son 

adjonction est nécessaire à la production d’AIA. Les exsudats racinaires sont 

une source naturelle de L-tryptophane pour la microflore de la rhizosphère 

(Dastager et al., 2010).  

La recherche et le dosage de la production de l’acide indole acétique se 

font souvent selon la technique rapportée par Acuña et al., (2011), sur le 

milieu de culture de Luria-Bertani liquide ou solide, additionné ou non de L-

tryptophane. La détection de la phytohormone est réalisée grâce à la réaction 

de Salkowski (Silini, 2013 ). Cette dernière est spécifique aux auxines et 

composés similaires. Le réactif de Salkowski, lors de la réaction avec l'IAA, 

donne une couleur rose-rouge en raison de la réduction de Fe3+ et la formation 

d'un complexe d'IAA-fer (Figure 11) (Gang et al., 2019). Les taux de 

production d’acide indol-acetique sont déterminés en se reportant au courbe 

étalon (Figure 12). 
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Figure 11 : Production de l’acide indole acétique chez les souches inoculées sur le milieu 

de culture de Luria-Bertani liquide en présence de (5g/l) de  L-tryptophane (Hassani et 

Hassani, 2017). 

 

 

Figure 12 : Courbe standard du dosage de l’acide indole acétique (Hassani et Hassani, 

2017). 

Les trois auteurs ont rapporté l’expression de cette activité par plusieurs 

des souches de Bacillus testées (Tableau 5). Les taux d’AIA produit varient de 

0.13 µg/ml à 30 μg/ml. Cette variation est influencée par les conditions de 

culture, la phase de croissance et la disponibilité du substrat (Miraza et al., 

2001). 
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Tableau 5: Analyse des résultats du test de production d’AIA pour les trois auteurs. 

Auteurs Technique adoptée 
Taux d’expression 

de l’activité 

Taux de 

solubilisation 

Cherif, 2014 

Recherche sur milieu 

liquide à 1g/ml de L-

tryptophane 

100% des souches 
1,58 μg/ml à 

25,41μg/ml 

Hassani et Hassani, 

2017 

Recherche sur milieu 

liquide à 5 g/ml de L-

tryptophane 

100% des souches 
0.13 µg/ml. à 

11.34 µg/ml 

Bouras, 2018 

Recherche sur milieu 

solide à 1 g/ml de L-

tryptophane 

33.33 % des souche / 

 Selon Barazani et Friedman (1999), les bactéries capables de secréter 

un taux supérieur à 13,5 μg/ml de composés indoliques sont considérés comme 

étant des PGPR. De faibles quantités d’AIA de 10-9 à 10-12 M sont nécessaires 

pour la croissance primaire des racines (Patten et Glick, 2002), les taux 

obtenus par les chercheur Algériens sont donc suffisants pour stimuler la 

croissance végétale. 

Les bactéries secrétant une grande quantité d’auxine l’AIA ou 

l’acétamide indole (IAM) dans le sol causent une augmentation maximale de la 

croissance et le rendement des récoltes (Khalid et al., 2004).  

Les résultats des trois chercheurs se concordent avec les travaux réalisés 

par El-Mahrouk et Belal, (2007); Sethi et Adhikary, (2012) et Ponmurugan 

et al.,(2012), qui ont rapporté que la production de l’acide indole-acétique est 

fortement liée à la présence du L- tryptophane, dans le milieu de culture utilisé, 

chez les bactéries diazotrophes. 

2.3. Screening des souches pour la fixation d’azote 

La fixation d’azote est considérée comme l'un des principaux mécanismes 

par lequel la plante bénéficie de l'association microbienne. Les bactéries 

diazotrophes fournissent aux plantes l'azote fixé en échange du carbone libéré 

comme exsudats racinaires. De nombreux rapports sont disponibles sur 
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l'application des diazotrophes libres, y compris Bacillus spp., pour un 

rendement accru de diverses cultures (Ding et al., 2005). 

La fixation d’azote moléculaire est mise en évidence sur milieu de culture 

solide dépourvu d’azote. La lecture positive se manifeste par croissance des 

colonies ensemencées (Figure 13). 

 

Figure  13 : Aspect des résultats du test de fixation de l’azote (Hassani et Hassani, 2017). 

Les trois auteurs ont décrit la capacité de souches de Bacillus isolées à la 

fixation d’azote, la fréquence d’expression de cette activité par les souches de 

Bacillus testées est variable (Tableau 6). Cette activité est liée à l’existence du 

gène nif H est présente chez l’ensemble des bactéries à Gram-. Selon 

Guemori-Athmani et al. (2000), cette capacité mesurée par l’activité de la 

nitrogénase existe chez Bacillus et Peanibacillus isolés du sol Agérien.  

Tableau 6: Analyse des résultats du test de fixation d’azote pour les trois auteurs. 

Auteurs Technique adoptée 
Taux d’expression 

de l’activité 

Cherif, 2014 

Recherche sur milieu 

solide exempte d’azote 

50 % des souches 

Hassani et Hassani, 

2017 
100% des souches 

Bouras, 2018 
50  des souche 
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2.4. Activité anti fongique 

L’élimination des agents fongiques phytopathogènes constitue un trait 

important de nombreux PGPR. Les principaux mécanismes par lesquels les 

PGPR peuvent contrôler d'autres micro-organismes sont la concurrence directe 

pour l'espace et les nutriments, l’antibiose ou la production de toxines, la 

prédation ou le parasitisme et la résistance induite de l'hôte (Compant et al., 

2005). La plupart des agents microbiens présentent un seul de ces mécanismes, 

alors que certains peuvent en utiliser plusieurs (Cherif, 2014).  

L’analyse des résultats des trois études montre l’expression d’une activité 

antifongique importante par les souches de Bacillus isolées (50% à 92.5% des 

souches exprime une activité antifongique), Le taux des souches actives par 

souche fongique testée varie de 40% à 100% et les taux d’inhibition exprimé 

par les souches de Bacillus varie de 16.66% à 97% (Tableau 5, Figure 14).   

Tableau 7: Analyse des résultats pour le test d’activité antifongique. 

Auteurs 

N
o
m

b
re

 d
e 

so
u

ch
es

 f
o
n

g
iq

u
es

 

u
ti

li
sé

s 

Souches fongiques 

utilisées 

Taux 

d’expression 

de l’activité 

Taux 

d’inhibition 

exprimés 

Taux des 

souches 

actives/sou

che 

fongique 

C
h

er
if

, 
2
0
1
4
 

6 

- Aspergillus niger  

- Fusarium oxysporum  

- Alternaria alternata  

- Phytophtora infestans  

- Botrytis cinerea  

- Fusarium solani 

92.5 % des 

souches 
/ 

- 40% 

- 55% 

- 70% 

- 65% 

- 60% 

- 60% 

H
a
ss

a
n

i 

et
 

H
a
ss

a
n

i,
 

2
0
1
7

 

1 - Fusarium oxysporum 
100% des 

souches 

De 16.66% à 

70% 
100% 

B
o
u

ra
s,

 

2
0
1
8
 

1 - Fusarium oxysporum 
50 % des 

souche 

De 20% à 

97% 
50% 

Selon Cherif, (2014), la majorité des Bacillus testés ont au moins une 

action inhibitrice envers une souche fongique et plus. Quatre d’entre elles 

(Ba7, Ba11, D13 et B16) inhibent la croissance de la totalité (n=6) des 
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champignons et 10 autres sont antagonistes envers cinq. Seules 15 souches sont 

efficaces contre A. alternata. L’antagonisme envers P. infestans est induit par 

les souches D1 et B1. A. niger est inhibé par 12 souches les plus actives sont 

B8, B10, B21 et B23 (isolées d’un même sol).  

A 

B 

C 

 

Figure 14 : Exemple des résultats obtenus lors du test de l’activité antifongique Cherif, 2014 (B) ; 

Hassani et Hassani, 2017 (A) et Bouras, 2018 (C). 

. 
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La totalité des souches testé par Hassani et Hassani, (2017) ont 

manifesté une activité antagoniste vis-à-vis de Fusarium oxysporum. Les 

souches (GN1 et Nf10) ont montré une forte activité antifongique avec des 

taux d’inhibition de 66.66 % à 70%. Par ailleurs, les isolats (GN2, GN5, GN7, 

GN8-1, GN10, GN 11-1 et GN14-1) ont manifesté une activité antifongique 

modérée avec des taux d’inhibition variant de 46% à 60%. 

Les Bacillus sont connus pour leur activité antifongique importante, 

celle-ci est liée à leur capacité produire une variété de métabolites puissants et 

des enzymes hydrolytiques (Rahman et al. 2007). De ces métabolites on peut 

citer l’excrétion des lipopeptides actifs (Ongera et al., 2005) dont l'activité 

biologique est liée à leur effet sur les lipides de la membrane cellulaire où ils 

peuvent favoriser selon la concentration, la formation de pores irréversible 

dans la double couche de phospholipides. Ces peptides antifongiques inhibent 

la croissance d'un grand nombre de champignons, y compris Aspergillus, 

Penicillium, Fusarium, les bactéries et les oomycètes (Munimbazi et 

Bullerman, 1998). Les espèces de Bacillus comme amyloliquefaciens, subtilis, 

cereus, licheniformis, megaterium, mycoides et pumilus sont connues comme 

de puissants producteurs de molécules antibiotiques très efficaces. B. subtilis a 

une moyenne de 4 à 5 % de son génome consacré à la synthèse d’antibiotiques 

(Stein et al., 2005). Il est aussi largement utilisé en lutte biologique comme un 

agent de biocontrôle puissant (Knaak et al., 2007). 

2.5. Screening des souches pour la production d’acide cyanhydrique HCN 
 

L’acide cyanhydrique est un inhibiteur métabolique général, il est excrété 

par les PGPR comme moyen d’éviter la prédation ou la compétition (Heydari 

et al., 2008).  

 

 

Tableau 8: Analyse des résultats pour le test de production de HCN. 

Auteurs 
Taux d’expression 

de l’activité 

Cherif, 2014 2.5% des souches 
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Hassani et Hassani, 

2017 
Non testée 

Bouras, 2018 90% des souches 

 

L’analyse des résultats (Tableau 8) montre que quatre-vingt-dix 

pourcent des souches isolées par Bouras, (2018) sont capable de produire du 

HCN. En revanche, la majorité des souches isolées par Cherif, (2014) ne 

possèdent pas la capacité de produire ce métabolite. Ceci est dû, selon Cherif, 

(2014), à l’absence des gènes (hcn) responsables de la production de ce 

métabolite (Laville et al., 1998), ou bien d’un précurseur adéquat utilisé. En 

plus de la glycine comme précurseur, d’autres composés peuvent être utilisés 

tels que le glutamate ou la méthionine (Castric, 1977; Curl et Truelove, 

1986). 

3. Effet des Bacillus sur la germination des graines de blé dur 

Selon Backer et al., (2018), les souches PGPR doivent être criblées pour 

leur capacité à améliorer la germination de plantes cultivées. Les isolats 

prometteurs peuvent ensuite être criblés pour leur capacité à accélérer 

l'émergence et la croissance précoce des plantes, dans des conditions 

d'environnement contrôlées car, selon Etesami et al., (2015), dans de 

nombreux cas les PGPR n'induisent pas les effets désirés lorsqu'ils sont 

appliqués in vivo. 

 

 

 

Tableau 9: Analyse des résultats pour le test d’activité antifongique. 

Auteurs 
Plante 

testé 

Paramètres adopté 

pour l’évaluation   

Proportion des 

souches PGPR pour 

chaque paramètre  

Proportion des 

souches PGPR 
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Cherif, 2014 Test non réalisé 

 

Hassani et 

Hassani, 2017 

Pois 

chiche 

- Pourcentage de 

germination 
60% 

20% (3/15 souches)  

- Taille des plantules 26.66% 

- Indice de vigueur. 20% 

Bouras, 2018 Lentille 

- Poids sec 10% 
5% (1/20 souches) 

- Poids frais 10% 

- Taille des plantules 20% 

Selon Hassani et Hassani, (2017), les souches de Bacillus testées ont 

exercé trois types d’effet sur la germination des graines de pois chiche : un 

effet répressif a été observé avec les souches GN2, GN3, GN5, GN11-1, 

GN15, GN1, GN4, GN10, GN8, GN8-1 et GN13 ou l’indice de vigueur a été 

nettement plus faible que le témoin. Un effet de promotion a été noté chez les 

graines inoculé par les souches GN5-1, GN7, GN14-1, cependant, La souche 

GN12 avait un effet neutre, l’indice de vigueur de cette souche été très proche 

de celui du témoin. 

Les souches à effet promoteur de croissance ont exercé un très bon 

pouvoir de promotion sur la germination elle-même et sur le développement 

des jeunes plantules. Une nette amélioration de la longueur des racines et des 

tiges a été observée chez les lots traités avec ces souches en comparaison avec 

les lots non traités et ceux ayant reçus le reste des isolats. La capacité des 

bactéries PGPR à améliorer la germination des plantes a aussi été rapportée par 

Yadav et al., (2010).  

Pour Bouras, (2018), une seule souches (B4) a témoigné d’un effet 

promoteur de croissance pour les plantules de lentille, tous les paramètres de 

croissances (poids sec, poids frai et longueur des plantules) sont améliorés sous 

l’effet de cette souche. 

Les résultats rapportés par Hassani et Hassani, (2017) et Bouras, 

(2018) sont en accord avec ceux de Nélson et al., (2004), ces auteurs ont aussi 

rapporté sur l’effet bénéfique des inoculat à Bacillus. L’inoculation des graines 

et des racines par les Bacillus PGPR cause l’augmentation de la croissance et 
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du rendement de différentes cultures (Li et Alexander ; 1988 ; Vessey et 

Buss, 2002)  
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es Bacillus représentent le plus large et proéminent groupe de 

bactéries aérobies formant des endospores. Au secteur 

agricole, une large application des PGPR du genre Bacillus peut réduire la 

dépendance aux produits chimiques. De plus, c'est une technologie 

accessible, saine et durable. Les objectifs initialement tracées pour le 

présent travail étaient: L’isolement des bactéries PGPR du genre Bacillus à 

partir de la rhizosphère des plantes de blé dur, la caractérisation de leur 

pouvoir PGPR in vitro et in vivo et l’identification des souches à fort 

pouvoir de promotion 

La survenue de la pandémie du Covide 19 a empêché la bonne 

conduite de la présente étude et, de ce fait, on a transformé le travail 

expérimental prévus en une analyse bibliographique où ont été revus et 

discutés les contributions des scientifiques et chercheurs Algériens autour 

du thème abordé. Les travaux en question sont ceux de Cherif, 2014 (thèse 

de doctorat) ; Hassani et Hassani, 2017 (mémoire master) et Bouras, 

2018 (thèse de doctorat). 

A travers cette étude on a pu constater que les travaux analysés 

adoptent tous la mème startegies d’isolement et des protocols de 

caracterisation similaires. Les auteurs de ces travaux admettent 

l’abandance de ces microogranismes dans nos sols. Ils se consentent sur le 

potantiel PGPR de ces bacteries.  Tous les isolats qu’il décrivent expriment 

des activités PGPR majeurs tel que : la fixation d’azote, la production de 

HCN la solubilisation de phosphate tricalcique et la production d’acide 

indol-acetique et la fixation d’azote.  

Ces travaux assurent l’efficacité des souches isolées à l’élimination 

des phytopathogènes de nature fongique. Leurs résultats suggèrent aussi la 

capacité de ces souches à améliorer les rendements des cultures auxquelles  

L 
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elles sont appliquées car d’inoculation réalisés provoquent une nette 

amélioration de l’état de santé des plantules sous l’effet des inoculations 

réalisés
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Annexe 1 : Composition des milieux de culture 
 

Composants Poids en g/l 

 
 Milieu Nutritif solide 

 

Extrait de viande 1 
Extrait de levure 2 
Peptone 5 

Chlorure de sodium 5 
Agar 15 

Eau distillée qsp 1000ml 

pH 7.2  

  Milieu N-free  

 

K2HPO4 
 

1.0 

MgSO4 0.2 

CaCO3 1.0 
NaCL 0.2 

Glucose 10 
Agar 18 

Eau distillée qsp 1000 ml 

pH 7.2  

  Milieu Pikovskaya agar  

Extrait de levure 0.50 

Glucose 10 
Tricalcium phosphate 5 

Sulfate d’ammonium 0.50 
Chloride de potassium 0.20 

Sulfate de magnésium 0.1 
Sulfate de manganèse 0.0001 

Sulfate de fer 0.0001 
Agar 15 

Eau distillée. qsp 1000 ml 

pH 7.2+/- 0.2 à 25°C.  

  Milieu Luria Bertani  

Tryptone 1 

NaCl 1 

Extrait de levure 0.5 
Agar 15 

Eau distillée qsp 1000 ml. 

pH 7  

  Milieu PDA  

 

Pomme de terre épluchée 

 

20 
Glucose 200 

Agar 20 

Eau distillée 
pH 7 

qsp 1000 ml. 
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  Milieu TSA  

Hydrolysat enzymatique de caséine 15 

Peptone de soja 5 
Chlorure de sodium 5 

Agar 12 

Eau distillée qsp 1000 ml. 

 Milieu Mannitol Mobilité  

 
Hydrolysat trypsique de caséine 

 
10 

Mannitol 7.5 

Rouge de phénol 0.004 
Nitrate de potassium 1 

Agar 3.5 
Eau distillée qsp 1000 ml 

pH = 7,6  

 Gélose au lait écrémé  

 

Lait écrémé 
 

10 

Peptone 5 

Agar 18 
Eau distillée qsp 1000 ml. 

pH 7.2  

 Gélose à la chitine colloïdale  

 

K2HPO4 
 

0.7 

KH2PO4 0.3 
MgSO4 (5H2O) 0.5 

FeSO4 0.01 
ZnSO4 0.001 

MnCl2 0.001 

Chitine colloidal 2% 
Agar 2% 

Eau distillée qsp 1000 ml 

 Gélose Viande foie  

Peptone viande-foie 30 

Amidon soluble 2 

Glucose 2 

Sulfite de sodium 2.5 
Citrate ferrique ammoniacal 0.5 

Agar 11 

Eau distillée qsp 1000 ml. 
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Annexe 02 : Techniques 

 

• Coloration de Gram 

1- Déposer une goutte d’eau sur une lame bien propre 

2- Prélever un échantillon de colonie à l’aide d’un pique en bois et mélanger avec la 

goutte d’eau, strier et sécher par passage rapide sur la flamme d’un bec Bensun. 

3- Couvrir le frottis par du violet de gentiane pendant 60 

secondes 4- Laver l’excès du colorant avec de l’eau 

distillée 

5- Couvrir avec de Lugol pendant 30 

secondes 6- Laver à l’eau distillée 

pendant 5 secondes 

7- Rincer immédiatement le frottis avec le mélange alcool - acétone ou avec de 

l’éthanol en inclinant la lame et par goutte à goutte jusqu’a disparition complète de 

la coloration violette 8- Laver à l’eau distillée pendant 5 secondes 

9- Couvrir avec de la fuschine (ou safranine) pendant 60 secondes 

10- Laver à l’eau distillée pendant 10 secondes et mettre la lame inclinée sur du 

papier absorbant 

11- Déposer une goutte d’huile à immersion sur le frottis et observer au microscope 

à un fort grossissement. Les cellules Gram+ absorbent la couleur du violet de 

gentiane et demeurent bleues violettes en apparence, contrairement aux cellules 

Gram- qui apparaissent distinctement rosâtres. 

 

 

 

 

2.5 

12.5 

qsp 1000 ml. 

Acide picrique Na 2 
CO3 
Eau distillée 

Solution du picrate alcalin 

150 ml 
7.5 ml. 
250 ml 

H2SO4 

FeCl3, 6H2O 0,5 M 

Eau distillée 

Réactif de salkowski 
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Identification par API système : 

La galerie API 20E comporte 20 microtubes contenant des substrats sous forme 

déshydratée. Les tests sont inoculés avec une suspension bactérienne qui reconstitue 

les milieux. Les réactions produites pendant la période d’incubation se traduisent par 

des virages colorés 

spontanées ou révélés par l’addition de réactifs. La lecture de ces réactions se fait à 

l’aide du Tableau de lecture et l’identification est obtenue à l’aide du tableau 

d’identification. 

Technique : 

1. Préparation de la galerie : Réunir fond et couvercle d’une boîte d’incubation et 

répartir de l’eau dans les alvéoles pour créer une atmosphère humide, ensuite 

déposer stérilement la galerie dans la boîte d’incubation. 

2. Préparation de l’inoculum : Faire une suspension bactérienne, dans une 

ampoule de suspension medium ou dans un tube d’eau distillée stérile, d’opacité 

légère avec une seule colonie prélevée sur un milieu gélosé. 

3. Inoculation de la galerie : 

Remplir les tubes et les cupules des tests : CIT, VP, GEL avec la suspension 

bactérienne. Remplir uniquement les tubes des autres tests. 

Créer une anaérobiose dans les tests : ADH, LDC, ODC, URE, H2S en remplissant 

leur cupule d’huile de paraffine. 

Refermer l boîte d’incubation et la placer à 35-37°C pendant 18 à 24 heures. 

4. Lecture : Après incubation, la lecture de la galerie doit se faire en se référant au 

Tableau de Lecture. 
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Préparation de la chitine colloïdale 

1- La chitine colloïdale est préparée à partir de la poudre de chitine 

disponible dans le commerce (Sigma) basé sur la méthode décrite par Arnold et 

Solomon (1986). 20 g de la poudre de chitine (Sigma) est mélangé avec 400 ml de 

HCl concentré puis incubée pendant une nuit dans une chambre fraîche. Ensuite, le 

pH de la suspension résultante est neutralisé  en ajoutant du NaOH 10N. 

2- Après avoir gardé la suspension pendant la nuit au réfrigérateur, elle est 

centrifugée à (5.000 tr / min pendant 30 min) et lavée avec 2 litres d’eau distillée 

pour le dessalage. La chitine colloïdale est prête à l'emploi. 

3- Le déchet avec la chitine colloïdale préparé à partir de la poudre de 

chitine (Sigma) est utilisé comme substrats pour la production de chitinase. 
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