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Résumé :

Le genre Azotobacter est un exemple pertinent des biofertilisants fixateurs d’azote.
Il est aussi une composante essentielle des préparations commerciales de celles-ci. Le choix
du théme du présent travail ressort de notre conviction que 1’utilisation des espéces efficaces
d’Azotobacter peut trés bien booster la conversion du systéme agricole vers une agriculture
biologique et durable. L’objectif tracé pour le présent travail été 1’isolement et la sélection de
souches PGPR diazotrophes (du genre Azotobacter) a fort potentiel biofertilisant a partir de la
rhizosphere des plantes de blé dur cultivées sur le sol de la région de Tessela (willaya de Sidi
Bel Abbes), de caractériser leur potentiel PGP, et d’étudier I’impact des inocula formulés de
ces souches sur la germination du blé dur.

L’avénement de la pandémie du Covide 19 et I’instauration des mesures préventifs
par 1’état ont entravés la bon conduite de la présente étude et de ce faite on s’ait retrouvé
contraint a transformes le travail expérimental prévus en une analyse bibliographique ou ont
été revus et discutés les contributions des scientifiques et chercheurs Algériens autour du
theme abordé.

A travers cette étude on a pu constater qu’en Algérie peu d’intérét est porté aux
biofertilisants et surtout au genre Azotobacter et que les productions scientifiques a ce sujet
sont minime.

Les auteurs de ces travaux admettent la faible abandance de ces microogranismes
dans nos sols. Ils se consentent sur le potantiel PGPR de ces bacteries. La sélection des
isolats les plus performants par les auteurs de ces travaux s’appuyant sur leur capacité a
produire des activité et des métabolites particuliers (la solubilisation de phosphate tricalcique,
la production du NHg3, la production d’acide indol-acetique et la fixation d’azote), Les isolats
rapportés, dont le nombre ne dépasse pas généralement pas les 20, présentent un important
potentiel de promotion de la croissance des plantes in vitro et in vivo, les Azotobacters isolés
exercent un bon pouvoir de promotion sur la germination des plantes testées. L’utilisation de
telle bio engrais peut substituer a 1’utilisation courante des engrais chimiques xénobiotiques
et nocifs.

Mots clés : Azotobacter, PGPR, blé dur, effet promoteur, biofertilisant, Algérie.



Abstract:

The genus Azotobacter is a relevant example of nitrogen-fixing biofertilizers. It is
also an essential component of the commercial preparations thereof. The choice of the topic of
this work arises from our conviction that the use of efficient species of Azotobacter can very
well boost the conversion of the agricultural system towards organic and sustainable
agriculture. The objective outlined for the present work was the isolation and selection of
diazotrophic PGPR strains (of the genus Azotobacter) with high biofertilizing potential from
the rhizosphere of durum wheat plants cultivated on the soil of the Tessela region (willaya de
Sidi Bel Abbes), to characterize their PGP potential, and to study the impact of inocula

formulated from these strains on durum wheat germination.

The advent of the Covide 19 pandemic and the establishment of preventive
measures by the state hampered the proper conduct of this study and as a result we found
ourselves forced to transform the planned experimental work into a bibliographic analysis or
were reviewed and discussed the contributions of Algerian scientists and researchers around

the topic addressed.

Through this study it was observed that in Algeria little interest is shown in
biofertilizers and especially in the genus Azotobacter and that scientific production on this

subject is minimal.

The authors of this work admit the low abandonment of these microogranisms in
our soils. They agree on the PGPR potential of these bacteria. The selection of the best
performing isolates by the authors of this work based on their ability to produce specific
activities and metabolites (the solubilization of tricalcium phosphate, the production of NH3,
the production of indol-acetic acid and the binding of of nitrogen), The reported isolates, the
number of which does not generally exceed 20, show an important potential for promoting
plant growth in vitro and in vivo, the isolated Azotobacters exert a good power of promotion
on the germination of plants tested. The use of such biofertilizers can replace the common use

of xenobiotic and harmful chemical fertilizers.

Keywords: Azotobacter, PGPR, durum wheat, promoter effect, biofertilizer, Algeria.
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INTRODUCTION
INTRODUCTION

L’azote est essentiel a la croissance des plantes, son action positive sur les
rendements des céréales fait de lui un facteur limitant quand les autres facteurs sont a leur
optimum (eau, conditions climatique, nutrition minérale et techniques culturales). Les
agronomes le considérent comme le pivot de la fumure car son apport au sol peut augmenter
sensiblement les rendements des cultures (Pousset, 2002 ; Harrat, 2005).

D'aprés Belaid (1986), l'azote est un élément nécessaire a la multiplication
cellulaire et au développement des organes vegétatifs. Il joue un réle prépondérant dans la
synthése des glucides et la constitution des réserves azotées ; et aussi dans la multiplication
des chloroplastes, expliquant la couleur vert foncé apres 1’apport d’azote. De plus, il entre
dans la composition des nucléoprotéines des noyaux des cellules, il est donc le facteur
déterminant de la croissance des organes végeétatifs (Simon et al, 1989 ; Hamdi, 1994).

L'azote du sol peut étre fourni par I'apport d'engrais, la minéralisation de I'numus
et la fixation biologique de l'azote, 60 % des apports d’azote proviennent de la fixation
biologique de 1’azote atmosphérique. Les PGPR diazotrphes sont trés intéressantes pour
I’application en agriculture comme biofertilisants, biopesticides et en phytorémédiation
(Berg, 2009). La mise au point des formulation des PGPR est trés importante afin
d’augmenter leur efficacité d’utilisation (zahir et al ., 2004). Le biocontrole et une alternative
trés importante a I’utilisation des pesticides et un moyen efficace pour la lutte contre les
ravageurs des cultures, les phytopathogénes et les plantes adventices (Peshin et Dhawan,
2009).

La fixation d'azote non symbiotique a été mise en évidence a plusieurs reprises
dans la rhizosphére des céréales (Boddey et Oobereiner,1998) Parmi les espéces végétales
hébergeant une telle activité se trouvent le blé (Triticum aestivum), le riz (Oryza sativa), le
mais (Zea mays), la canne a sucre (Saccharum offlcinarum) et plusieurs espéces prairiales
(Neyra et Dobereiner, 1977). Des bactéries fixatrices d'azote ont €té isolées a partir des
racines ou des rhizosphéres de ces plantes. La plupart de ces isolats appartiennent aux genres
Azospirillum, Azotobacter, Klebsiella et Bacillus (Rennie, 1980).

Certaines de ces bactéries PGPR sont utilisées en tant qu’inoculants pour
améliorer le développement des racines via la production de certaines phytohormones
(Bloemberg et Lugtenberg, 2001), telles que des auxines dont I’acide indole acétique (AIA),
des cytokinines et des gibbérellines (\Vessey, 2003).



INTRODUCTION

L'intérét actuel des biofertilisants n'est pas seulement motivé par le désir
d'augmenter la productivité agricole mais aussi par la prise de conscience générale sur
I'urgence de la protection de notre environnement. Un des moyens de parvenir a la réduction
des entrées de composes xénobiotiques dans les agrosystémes est de reconnaitre lI'association
plante/sol/microorganismes comme une entité biologique capable d'optimiser les effets de ces
produits, voire de les remplacer (Gouzou , 1992).

L’objectif du présent travail est de cibler des bactéries rhizosphérique a potentiel
biofertilisant des plantes de blé dur, et de sélectionner les traits a fort pouvoir de bio-
fertilisation et de promotion de la croissance végétative, afin de formaliser des inoculas qui
seront appliqué sur les graines du blé dur dans le but d’améliorer la germination et la

croissance.
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Synthése bibliographique

1. Les céréales

Les céréales et leurs dérivés constituent les principales ressources alimentaires de
I'hnumanité, en raison de leur source d'énergie et leur grande richesse en protéines
principalement destinées a Il'alimentation humaine (& hauteur de 75% de la production), les
céréales assurent 15% des besoins énergétiques, elles servent également a l'alimentation

animale (15% de la production) et a des usages non alimentaires (Feillet, 2000).

En botanique, les céréales regroupent un certain nombre de plantes appartenant a la
famille des graminées. Il existe treize (13) types de céréales. Parmi ces derniers on trouve le
blé et le mais (Fredot, 2005).

2. La biologie du blé dur
2.1. Origine

Le blé est I'une des premieres especes cueillies et cultivées par I'nomme au proche
Orient, il y a environ 10.000 a 15.000 ans avant J.C. D’apres Harlan (1975), des restes de blé
diploide et tétraploide ont été découverte sur des sites archéologiques au proche Orient et on
croit que le blé dur provient des territoires de la Turquie, la Syrie, I'lraq et I'lran. (Oudjani,
2009).

2.2. Description du blé dur

Le blé dur (Triticum turgidum ssp. Durum) est une plante annuelle de la classe
monocotylédone qui appartient au genre Triticum de la famille des Gramineae. C’est une
céréale dont le grain est un fruit sec et indéhiscent, appelé caryopse, constitué¢ d’une graine et
de téguments (Feillet, 2000).

2.3. Diversité génétique du blé
Selon Allioui (1997), le genre Triticum comporte de nombreuses espéces, se

répartissant en trois groupes selon leur nombre de chromosomes :

* Le groupe Diploide : (2n = 14 chromosomes) ou triticum monococcum .
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* Le groupe Tétraploide : (2n = 28 chromosomes) ou triticum dicoccum (Amidonnier),
ici on trouve Triticum durum (blé dur).

* Le groupe Héxaploide : (2n = 42 chromosomes).
2.4. Classification du Blé Dur

Le genre Triticum appartient a la tribu des Triticées au sein de la famille des Poacées
et plus largement au groupe des angiospermes monocotylédones (Feillet, 2000). La

classification détaillée du blé dur est donnée ci-dessous (Tableau 1).

Tableau | : Classification du blé dur d'aprés (Feuillet, 2000).

Embranchement Angiospermes
Sous embranchement Spermaphytes
Classe Monocotylédones
Ordre Glumiflorales
Super ordre Comméliniflorales
Famille Gramineae = Poaceae
Genre Triticum
Espéce Triticum Durum

2.5. Leblé duren Algérie

2.5.1. Consommation

Les céréales et leurs dérivées constituent I’alimentation de base dans beaucoup de
pays en développement, particulierement dans les pays maghrébins, notamment en Algérie.

En Algérie, les produits céréaliers occupent une place stratégique dans le systeme
alimentaire et dans I’économie nationale avec un taux de la consommation par habitant et par
an estimée a environ 185kg de céréales (Khelifi, 2013). lls représentent 54% des apports

énergétiques et 62% des apports protéiques journaliers et le blé représentait 88% de ces
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céréales consommeées. L’ Algérie se situe ainsi au premier rang mondial pour la consommation

de blé (Kellou, 2008).

2.5.2. Production

La production des céréales est trés irréguliere, elle est fortement dépendante des
conditions climatiques. Cela se traduit d’une année a 1’autre par des variations importantes de
la superficie agricole utile, de la production et du rendement (Djermoune, 2009). Le blé
occupe une place importante dans la production agricole et constitue la nourriture de base
pour 35% de la production mondiale (Mebarkia et al., 2012).

En Algérie, les céréales occupent une superficie de 3,3 millions d’hectares. 40% de
ses surfaces sont destinées a la production de blé dur soit 1,35 millions d’hectares (Selmi,
2000).

Selon les derniers chiffres donnés par ’ITGC dans la compagne 2011/2012, la
production céréali¢re s’est établie a 51,3 millions de quintaux dont plus de 58% en blé dur
(Tableau 2) Cependant, la production nationale en blé dur est encore faible, elle ne couvre
que 20 a 25 % des besoins du pays qu’on estime a 80 millions de quintaux/an, ce qui classe
I’ Algérie comme ’un des plus importants pays importateurs de céréales (Hamadache, 2002).

Tableau Il : Surface, production et importation des céréales en Algérie de septembre

2003jusqu'en mai 2012 (Bova, 2012).

e o> 20X o © N~ [e] (o)) o — N
S ® 3 o o o o o o — - -
2 2 < g 3 5 S = 3 S S 3
S c o o o S o S S — —
o @ 2.9 3.0 2.6 2.7 2.9 15 3.2 3.3 3.1
8 <

= £

> <

nw <L

o ~ 43 40 3.5 4.0 4.3 1.7 6.1 4.7 4.3
8 E

8 &

a c




Synthése bibliographique

2.5.3. Rendement

Bien que le calcul des rendements ne prenne en compte que les surfaces récoltées, on le
trouve faible et surtout trés aléatoire. Comparativement a la moyenne mondiale, qui est de 29
Qx/Ha pour 2004, le rendement de blé algérien n’est que pour les meilleures années 50 % de
la moyenne mondiale. Il est en moyenne de 10,5 Qx/Ha, il est parmi les plus faibles au monde
(Kellou, 2008 et Madr, 2011).

2.5.4. Apport en engrais

Les engrais sont des substances, le plus souvent des mélanges d'éléments
minéraux, destinées a apporter aux plantes des compléments d'éléments nutritifs, de facon a
améliorer leur croissance, et a augmenter le rendement et la qualité des cultures. Selon les
données collectées pour la période 1983-91, les engrais les plus utilisés sont I’ammoniac puis
les engrais NPK, PK et DAP sont d’usage aléatoire. Pour des raisons de disponibilité sur le
marché et d’autres raisons dont le prix et le transport.

L’engrais azoté reste le plus utilisé, probablement pour son effet instantané et
remarquable sur les cultures de céréales et dont I’impact sur la culture est mesurable (visible),
a 'inverse des autres engrais dont 1’effet sur les cultures n’est pas apparent.

Les besoins de blé en azote varient de 30 a 100 Kg/Ha et cela en fonction de la

pluviosité (service de la gestion des terres et de la nutrition des pantes2005) .

2.5.5. Probléme de production

L’agriculture algérienne est structurellement inapte a satisfaire une demande de blé
de plus en plus importante.
La faiblesse relative des niveaux de rendement, trouve son explication dans deux

raisons principales: I'une climatique et I'autre agronomique.

2 .5.5.1. Problemes climatique

L’ Algérie présente un climat de type méditerranéen caractérisé par une longue période
de sécheresse, et l’irrégularit¢ pluviométrique (Température, la pluviométrie, le vent,

I’humidité) (Elhadef EI Okki,.2015).
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2.5.5.2. Problemes agronomiques

Les problemes agronomiques sont essentiellement techniques se rapportant a une
mauvaise préparation du sol avec des outils inadaptés qui ont pour effet de diluer la matiere
organique et les éléments minéraux. Un autre probléme qui est aussi important que le premier
c'est la pauvreté du sol (Carence en azote N, en phosphore P et en potassium K), ce qui
nécessite ['utilisation des engrais. Cette situation a obligé 1’Algérie a se tourner vers les

importations afin de combler la faible production (Benmatti, 2014).

2.5.6. Solution pour améliorer la production de blé dur

La production de blé dur en Algérie ne parvient pas a satisfaire la demande des
consommateurs en forte augmentation ce qui conduit a des importations régulieres. 1l devient
donc important de développer différentes méthodes biologiques par [I'utilisation des
organismes naturels pour améliorer les performances de blé en termes de rendements, de
qualité boulangére et de valeur nutritionnelle.

Parmi les solutions utilisées on trouve les souches bactériennes qui sont capables
d’augmenter le rendement et d’améliorer la qualité des cultures. On les appelle « Plant
Growth Promoting Rhizobacteria » ou PGPR. Leurs caractéres interviennent a plusieurs
niveaux du développement végétal (au niveau racinaire et aérien).

L'utilisation des PGPR en agriculture peut permettre de stimuler la croissance des
plantes et de contourner leurs pathogénes (Beauchamp, 1993). De plus, en formant des
symbioses, les PGPR augmentent la capacité des plantes a se nourrir en développant leur

systeme racinaire.

3. Geéneralité sur la rhizosphere

3.1. Etymologie

Le mot rhizosphere a été introduit en 1904 par Lorenz Hiltner (Anton et al.,2008),
bactériologiste spécialiste en microbiologie du sol et professeur d'agronomie au collége
Technique de Munich (Lombi et al., 2001). « Rhizo » vient du grec rhiza signifiant racine.

«Sphére » vient du latin sphaera (méme sens), mot provenant lui-méme du grec ancien sfaira
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(signifiant balle, ballon, ou globe). La sphére définit le champ d'influence du systeme
racinaire. En raison du volume qu'elle occupe, par rapport au volume de la plante, la

rhizosphere est aussi appelée la « moitié cachée » (the hiddenhalf en anglais) (Bowen et
Roriva, 1991).

3.2. Définition

La rhizosphere (Figure 1) est la région du sol située sous les racines des plantes et
soumise a leur influence directe. C’est un lieu d'intenses échanges entre le végétal et le
substrat minéral. Elle peut étre affecté par le tassement du sol, un ennoiement durable, sa
salinisation, son eutrophisation ou la pollution, ou encore par des phénomeénes d'aridification.
Aussi elle est la région d'activité microbienne intense (Anoua et al., 1997).

Elle joue un role important dans la résistance des sols a I'érosion, au gel, aux
incendies, aux inondations, etc. De méme pour la résilience de ces sols et des plantes cultivées

(Les enjeux sont donc également agronomiques) (Kraffczyk et al., 1984).

Figure 1: La rhizosphére (Elise Leal, 2014).

3.3. Les bactéries rhizospherique ou rhizobacteries

Les rhizobactéries sont des bactéries qui présentent I’aptitude a coloniser les
racines de facon intense (Schroth et Hancock, 1981, 1982). Les bactéries non symbiotiques

répondant a cette définition appartiennent a différents genres et espéces dont les plus étudiés
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sont : Agrobacteriumradiobacter, Azospirillumspp, Bacillus spp, Pseudomonas spp

fluorescents (Lemanceau, 1992).

Les effets bénéfiques des rhizobactéries sont liés a leur position stratégique a
I’interface sol racine. En effet, le rhizo plan et la rhizophére sont le siége d’échanges intenses

entre la plante et le milieu environnant (Curl, 1982). Ces échanges sont réciproques.

4, Les Rhizobactéries promotrices de la croissance des plantes

4.1. Définition de Rhizobacteria (PGPR)

Le terme PGPR provenant de 1°anglais « Plant Growth Promoting Rhizobacteria"
désigne les bactéries qui exercent un effet bénéfique sur la croissance et le développement des
plantes par différents moyens (Abnatura., 2013). Les rhizobactéries sont des bactéries qui
présentent 1‘aptitude a coloniser les racines de fagon intense (Schroth et Hancock., 1981,
1982).

Les bactéries non symbiotiques répondant a cette définition appartiennent a différents
genres et especes dont les plus étudiés sont : Agrobacterium radiobacter, Azospirillum spp,

Bacillus spp, Pseudomonas spp fluorescents (Lemanceau., 1992).

4.2. Biodiversité des PGPR dans la rhizospheére

4.2.1. Les Rhizobia

La mise en place d'une interaction non spécifique des Rhizobia avec les racines
des plantes non légumineuses a favorisé les espéces de ce genre de devenir des PGPR, outre
leurs activités fixatrices de 1‘azote atmosphérique, les Rhizobia contribue considérablement a
I'amélioration de la disponibilité des phosphates pour la plante par mobilisation de formes
organiques et inorganiques (Sahran et Nohra., 2011). Elles peuvent produire des
phytohormones, des siderophores et de 'HCN, avec la capacité de coloniser les racines de
plusieurs types de plantes non Iégumineuses. Les Rhizobia ont manifesté un grand intérét lors

de leur utilisation comme agents de bio-control(Antoun et Prevost., 2005).
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4.2.2. Les PGPR diazotrophes

Les bactéries libres fixatrices d’azote sont utilisées pour la stimulation de la
croissance des plantes. La disponibilité d’une source d‘énergie pour I'établissement du
processus de fixation de 1‘azote constitue une principale limitation, compensée par le
rapproche vers l‘intérieur de la plante. Azoarcus sp., Gluconacetobacter diazotrophicus,
Herbaspirillium sp et Azotobacter sp forment un groupe bactérien non symbiotique fixateur
d‘azote (Ahmad et al., 2008).

e Azotobacter

Azotobacter, décrite par Dobereiner et Pedrosa, (1987) est une bactérie aérobie
stricte, non symbiotique, fixatrice de 1‘azote atmosphérique, isolée a partir de la rhizosphere
de Paspalum notatum, une herbe tropicale qui posséde une grande spécificité d hote.

Azotobacter affecte positivement la germination des graines et leur développement, il
est noté que l‘inoculation des cultures de blé par ce genre augmente le rendement de 30%
(Saharan et Nohra., 2011).

e Azospirillum

Les espéces d*Azospirillum, isolées a partir des rhizosphéres de plusieurs céréales
a travers le monde principalement dans des régions tropicales et tempérées sont utilisées
depuis les années 1970. Cette bactérie initialement sélectionnée par sa capacité fixatrice de
I'azote atmosphérique représente un bon candidat PGPR (Antoun et Prevost., 2005).

e Azoarcus

Azoarcus a gagné une grande attention due principalement a sa grande diversité
génétique et métabolique, divisé en trois genres : Azovibrio, Azospira et Azonexus, qui se
différencient des autres genres par leur capacité de se développer lors de l'utilisation des
acides carboxyliques et de 1‘éthanol au lieu des sucres avec une température optimale de
croissance comprise entre 37- 42°C (Reinhoid et al., 1986). Azoarcus est une bactérie
endophyte du riz et est considérée comme un modéle de bactéries endophytes fixatrices
d'azote (Ahmad et al., 2008).

e Bacillus

Certaines especes de genre Bacillus sont des diazotrophes, notamment B. subtilis,
isolée & partir des rhizosphéres de diverses plantes & des concentrations supérieures a 10’

bactéries par gramme de sol rhizospheérique (Antoun et Prevost., 2005).

10
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e Pseudomonas

Les Pseudomonas et les Pseudomonas fluorescentes sont des bactéries ubiquistes,
rencontrées souvent dans les sols, classees comme étant les meilleurs candidats PGPR
(Saharan et Nohra., 2011). Les effets bénéfiques de la bactérisation des graines sont
observés lors de I'inoculation des graines de pomme de terre (Solanum tuberosum) par
P.fluorescens et P. putida. Bur et al., (1978) et Alabouvette et al., (1993) ont démontré que
lors de l'utilisation de Fusarium oxusporumnon pathogenes, P. fluorescens et P. putida se
manifestent comme principales candidates de contrdle biologique du flétrissement fusarien,
avec une application bénéfique pour la suppression des fusarioses chez plusieurs especes des
plantes (Chung et al., 2005).

4.2.3. Modes d’action des PGPR

Les modes d’action des PGPR sont regroupés traditionnellement en directs et
indirects (Figure 2). Bien que la différence entre les deux ne soit pas toujours évidente. Les
mécanismes directs sont ceux agissant a 1’intérieur des plantes et affectent directement leur
métabolisme tandis que les mécanismes indirects sont, en général, ceux qui se produisent en

dehors des plantes.

Les mécanismes directs comprennent les processus de biofertilisation
(solubilisation des phosphates) et de biostimulation (production des phytohormones : I’acide
indole acétique, les cytokinines, 1’acide gibbérillique...). Les processus de biocontrdle
(production des métabolites antifongiques, production de composés volatiles...) constituent

des mécanismes indirects.

11
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Figure 2: Les mécanismes d’action des PGPR.
4.2.3.1. Solubilisation du phosphate

La solubilisation du phosphate est la capacité des microorganismes de convertir
le phosphate insoluble a une forme accessible. Ce processus permet de réduire I'utilisation
d'engrais phosphatés (Chaiharn et Lumyong, 2009). Les bactéries rhizosphériques
solubilisant le phosphate pourraient donc constituer une source prometteuse comme agent
biofertilisant dans I'agriculture (Sharma et al., 2007). Les microorganismes solubilisant les
phosphates (MSP) pourraient aussi faciliter la croissance et le développement des plantes par
la production de nutriments essentiels, modifier la concentration des substances améliorant la
croissance des plantes telles que 1’ AIA ou stimuler la fixation symbiotique et non symbiotique
de I’azote moléculaire. Ils peuvent jouer aussi un rdle dans la production des sidérophores,
des antibiotiques et d’acide cyanhydrique (HCN) (Khan et al., 2009). Les PGPR les plus
impliqués sont notamment: Pseudomonas, Bacillus, Rhizobium, Burkholderia, Micrococcus,
Azotobacter et Erwinia.

L’inoculation de plantes par les bactéries solubilisant les phosphates,

Herbaspirillum seropedicae et Burkholderia sp., augmentent le rendement de la récolte de 1,5

12
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a 21% par rapport aux témoins non inoculés dans des conditions salines (Baldani et al.,
2000).

4.2.3.2. Production des sidérophores

Le fer est un élément capital pour les bactéries, les champignons et les plantes.
Sous des conditions limitantes en fer, les PGPR synthétisent des composés a faible poids

moléculaires généralement inférieur a 1 kDA appelés " sidérophores”. L'implication des
sidérophores dans l'antagonisme entre les populations microbiennes est le résultat de la
disponibilité limitante du fer qui affecte la croissance et le développement. Privée de fer, la
flore tellurique nuisible ralentit sa croissance et sa densité diminue dans la rhizosphere (Loper

et Buyer, 1991).

Les sidérophores sont synthétisés par des bactéries telles Bacillus, Pseudomonas,
Azotobacter (Ahmad et al., 2008). La production des sidérophores par des souches de

Rhizobium est considérée comme un moyen efficace d’améliorer la nodulation et la fixation

de N, (O’hara et al., 1988; Khan et al., 2009).
4.2.3.3. Les régulateurs de croissance des plantes

Les régulateurs de croissance sont des substances actives qui agissent sur les
mécanismes physiologiques, notamment sur la différenciation ou 1’¢longation racinaires, sans

nuire a la plante du point de vue agronomique.
v La production de phytohormones

Les hormones végétales sont des messagers chimiques qui affectent la capacité de
la plante a réagir a son environnement. Sans compter qu'elles jouent un réle important dans la
réponse de la plante aux stresses biotiques et abiotiques. De nombreux travaux indiquent que
I’utilisation des hormones en tant que molécule- signal ne sont pas destinées seulement aux
plantes mais participent également a la communication entre les bactéries et d'autres
microorganismes tels le « quorum sensing » ou la résistance systémique induite ISR
(Spaepen et al 2007)

13
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v L’acide indole acétique (AIA)

L’acide indole acétique AIA est une auxine primaire active dans la majorité des
plantes. Il fonctionne comme une molécule - signal importante dans la régulation du
développement des plantes. L’AIA intervient dans les premiers stades de l'embryogencse.
Dives espéces bactériennes posseédent la capacité de produire de I’AIA. Celle-ci peut étre
utilisee comme outil de dépistage des souches PGPR performantes (Khalid et al., 2004). Les
PGPR libérent ces auxines dans la rhizosphére comme des métabolites secondaires (Khan et
al., 2009). Les PGPR synthétisent et sécrétent 1’AIA qui sera absorbé par la graine ou la
racine a partir du tryptophane et d'autres petites molécules présentes dans les semences ou les
exsudats racinaires (\Whipps, 1990; Fallik et al., 1994). Le tryptophane est le principal

précurseur pour la biosynthése d'AlA.
V' Réle de ’ACC désaminase

L'éthylene gazeux produit de maniere endogene par les plantes agit comme
molécule secondaire de signal dans l'induction des défenses de la plante (Ecker, 1995). La
surproduction de cette molécule en réponse aux stress abiotiques et biotiques conduit a
l'inhibition de 1’élongation racinaire et, par conséquent, la croissance de la plante dans son
ensemble. Les PGPR possédant I’ACC désaminase régulent et abaissent les niveaux de
I'éthylene en métabolisant I’ACC, un précurseur de 1'éthylene. L’ACC désaminase régule la
production d'éthyléne en réponse a une multitude de stress biotiques et abiotiques comme la
salinité, la sécheresse et les variations de température. Les bactéries possédant une ACC

désaminase conférent la tolérance des plantes au sel (Cheng et al., 2007).

4.2.34. Lutte biologique

Les PGPR autochtones du sol et la rhizosphére jouent un réle majeur dans la
lutte biologique contre les agents pathogénes des plantes. Elles peuvent supprimer un large
spectre de maladies bactériennes, fongiques et parasitaires. Les PGPR peuvent aussi procurer
une protection contre les maladies virales. De nombreux travaux présentent la diversité des
agents microbiens impliqués dans la lutte biologique (Weller, 1988; Siddiqui, 2006).
L antibiose est probablement le mécanisme le plus connu et peut-étre le plus important utilisé
par les PGPR pour limiter I'invasion de pathogénes dans les tissus de la plante- hote
(Whipps, 2001).

14
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4.2.3.5. Composés volatiles

Certains gaz volatiles sont connus par leur action négative sur le métabolisme
des racines (Schippers et al., 1990) et constituent un moyen efficace et compatible avec
I'environnement dans la lutte biologique contre les mauvaises herbes (Heydari, 2008). Les
microorganismes agissant comme agents de lutte biologique contre les mauvaises herbes
comprennent les rhizobactéries qui colonisent la surface des racines de ces plantes et sont
capables de les supprimer (\Wani et al., 2007).

4.2.3.6. Effet de la salinité sur les PGPR

La productivité des plantes sur sols salins est considérablement réduite en raison
de l'activité biologique limitée due a la salinité et a la sécheresse. Les PGPR sont capables de
s'adapter a des conditions défavorables les rendant aptes a se développer dans une diversité
d’écosystéemes (Rangarajan et al., 2002). Par conséquent, les rhizobactéries des sols salins
sont capables de croitre a des niveaux de salinité variant entre 0 et 5% de NaCl. .Les especes
d’ Azotobacter résistent mieux a la salinité. Leurs densités peuvent atteindre 10° & 10" par
gramme de sol (Whipps, 2001). Les bactéries appartenant aux genres Pseudomonas,
Flavobacterium , Bacillus, Azotobacter, Arthrobacter, Rhizobium, Azospirillum, Halomonas,
Chromohalobacter, Salinivibrio sont parmi les PGPR les plus dominantes dans les sols salins
(Ahmad et al., 2005).

4.2.4. Effets bénéfiques des rhizobactéries

La microflore rhizosphérique bénéfique pour les plantes peut avoir soit un effet
direct via les organismes associés a la racine (relations mutualistes) ou indirect via 1’action

des microorganismes vivant librement dans la rhizosphére (\Van der Heijden et al., 2008).

42.4.1. Les effets directs

Différents microorganismes de la rhizosphére mettent en place des associations
symbiotiques avec les plantes et stimulent leur productivité et leur diversité. Les associations
les plus connues sont celles des bactéries fixatrices d’azote appartenant aux actinomyceétes et

aux Rhizobiaceae.

Les Rhizobia sont particulierement bien étudiées, elles établissent des relations

symbiotiques avec les plantes appartenant a la famille des légumineuses (Bloemberg et
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Lugtenberg, 2001). Cette symbiose entre les Rhizobia et les légumineuses se caractérise par
la formation sur les racines hétes de nodosités dans lesquelles ces bactéries se logent
(Dénarie et al., 1992 ; Franssen et al., 1992 ; Perret et al., 2000). L’association symbiotique
permet aux Rhizobia de bénéficier d’un micro-habitat favorable dans lequel ces bactéries ont
acces aux substrats carbones issus de la photosynthése. En échange, les bactéries réduisent
I’azote atmosphérique en ammonium et le rendent, ainsi, directement assimilables par les
plantes-hotes. Les bactéries fixatrices d’azote sont des régulateurs importants de la

productivité des plantes incapables d’utiliser [’azote atmosphérique sans ces

microorganismes.

4.3. Les effets Indirects

Les microorganismes vivant librement dans la rhizosphére ont un effet bénéfique
indirect sur la plante (\Van der Heijden et al., 2008) caractérisé d’une maniére générale par le
processus de minéralisation, voie importante par laquelle ces microorganismes décomposent
la matiére organique insoluble et soluble et liberent ensuite des éléments minéraux

disponibles pour les plantes.

La fixation de I’azote atmosphérique est un mécanisme permettant aux
microorganismes fixateurs dits ‘libres’ de favoriser I’amélioration de la croissance de la
plante. Ces bactéries appartiennent a différents genres tels que Azospirillum, Herbaspirillum,

Acetobacter.

Azotobacter et Azoarcus (Steenhoudt et VVanderleyden, 2000). Elles fixent 1’azote
a des taux relativement faibles mais néanmoins significatives (< 3 kg ha-1) (Cleveland et al.,
1999). Ces bactéries sont utilisées en agriculture pour la biofertilisation des sols lorsque
I’azote du sol est un facteur limitant (Bloemberg et Lugtenberg, 2001). Certaines bactéries
sont utilisées pour améliorer le développement de la racine via la production de
phytohormones (Bloemberg et Lugtenberg, 2001) telles les auxines dont 1’acide indole
acetiqgue (AIlA), les cytokinines et les gibbérellines (Steenhoudt et Vanderleyden, 2000;
Vessey, 2003; Barea et al., 2005). Alors que d’autres sont capables de favoriser la croissance
des plantes par de la mise en place des symbioses entre les racines et les bacteries fixatrices
d’azote (Remans et al., 2007) et les champignons mycorhizogenes (Garbaye, 1994; Frey-Klett
et al., 2007; Pivato et al., 2009).
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Les bactéries ayant la capacité de promouvoir 1’établissement des mycorhizes en

améliorant le contact des champignons avec les racines des plantes hotes et la colonisation de
ces racines, sont appelées MHB (Mycorrhiza Helper Bacteria) (Garbaye, 1994).

Par ailleurs, de nombreuses bactéries sont capables d’améliorer la santé des
plantes en limitant la croissance des microorganismes phytopathogénes. Certaines sont
utilisées en agriculture comme agents de lutte biologique (Bloemberg et Lugtenberg, 2001;
Whipps, 2001). Ces bactéries sont capables d’avoir un effet protecteur en induisant des
mécanismes de défense chez les plantes par la résistance systémique induite (ISR : Induced
Systemic Resistance) (\Van Loon, 2007) permettant aux plantes de mieux se protéger contre
I’attaque éventuelle de pathogeénes. D’autres bactéries peuvent contrdler la croissance des
pathogenes par la compétition pour les éléments nutritifs, comme par exemple, pour le
carbone (Lemanceau et al., 1988) et pour le fer dont la biodisponibilité dans le sol est trés
faible (Lemanceau et al., 2009). L’antagonisme microbien lié a la production de métabolites
ayant des propriétés antibiotiques est également un mécanisme par lequel les bactéries
rhizosphériques protégent les plantes contre les phytopathogénes (\VVan Loon, 2007 ; Mazurier
et al., 2009).

5. Le genre Azotobacter

Au cours des derniéres années, le nombre des PGPR identifiees a connu une
grande augmentation 2 a 5% des rhizobacteries; elles comprennent de nombreuses especes
bactériennes parmi elles Azotobacter est présent en quantité importante au niveau de la
rhizosphere (Whipps 2001; Ahmad et al., 2008).

Azotobacter est un genre bactérien appartenant a la sous-classe des
Gammaproteobacteria. Selon la deuxiéme édition du "Bergey's Manual of Systematic
Bacteriology"(2005) (Brener et al., 2005) le genre Azotobacter est transféré de la famille
des Azotobacteriaceae a la famille des Pseudomonadaceae sur la base des séquences des
ADNr 16S. Les cellules du genre Azotobacter sont des bacilles a Gram négatif, ovoides et
relativement larges (2 a 4 um, jusqu'a 6 um) et peuvent prendre plusieurs formes (cocci ou
batonnets) non sporulés, mobiles grace des flagelles multiples. Ce sont des bactéries aérobies
a métabolisme strictement respiratoire. Contrairement au genre Azomonas, Azotobacter a la
capacité de former des cystes en absence de nutriments. Ceux-ci remplis de poly-B-

hydroxybutyrates (PHB) sont utilisés par les bactéries en cas de stress environnementaux
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comme source d’énergie. Le genre comprend plusieurs espéces (chroococcum, beijerinckii,

vinelandii, nigricans, armeniacus, paspali...) qui se distinguent par leurs caractéres

biochimiques et la production de pigments.

Les Azotobacter sont ubiquitaires et peuvent étre isolés de I’eau et du sol ou ils y
vivent librement. Cependant, ils sont beaucoup plus nombreux au voisinage des radicelles.
Bien qu'ils n'en soient pas dépendants, ils sont plus abondants prés des racines et dans la

rhizosphere qu'ailleurs dans le sol.

Les Azotobacter préférent les sols neutres ou légérement alcalins, bien oxygénés
et moyennement humides. Ces bactéries fixent mieux l'azote atmosphérique dans les sols ou
les apports d'azote minéral sont réduits. Elles peuvent fixer au moins 10ug d’azote/g de
glucose consommeé. La fixation nécessite les ions molybdéne. Ces bactéries exigent
néanmoins des apports organiques importants probablement comme source de carbone. Il
semblerait que ces bactéries aient d'importantes facultés a utiliser les apports minéraux sous

forme insoluble qu'il s'agisse de phosphates ou de nitrates (Buchan et Gibbous, 1974).

e Importance du genre Azotobacter

Les bactéries du genre Azotobacter, en plus d’étre des diazotrophes, jouent un
role important dans le cycle de l'azote. Azotobacter étant qualifié de PGPR synthétise des
substances biologiquement actives telles que les phytohormones (les auxines) stimulant ainsi
la croissance des plantes (Ahmed et al., 2005). lIs facilitent également la solubilité de certains

minéraux dans le sol et améliorent la biorestauration des sols (Rajaee et al., 2007).

18



CHAPITRE 2
MATERIELS ET METHODES



Materiels et méthodes

1. Objectif

Cette étude vise I’isolement des bactéries du genre Azotobacter a partir de la
rhizospheére, la caractérisation et 1’identification de ces souches puis a 1’évaluation de leur
potential PGP (Plant Growth Promotion) par la détermination de différentes activités
améliorant la croissance des végétaux en vue de sélectionner la souche la plus performante

pour un test in vivo.

2. Matériel

2.1. Isolats bactériens

Les isolats ayant fait I’objet de 1’étude bactériologique proviennent de la
rhizosphere de blé dur (Triticum Durum), récolté dans la région de Tessala willaya de Sidi Bel
Abbes.

2.2. Matériel végétal

Les plantes de blé dur utilisées proviennent de la commune de tessala, willaya de
Sidi Bel Abbes (Figure 3).

Figure 3: Localisation du site d'échantillonnage (Source :Google Maps 2020).

Les graines de la variété Boussalem ont éte utilisées possur la réalisation du test de

germination
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3. Méthodes
3.1. Isolement et caractérisation des bactéries du genre Azotobacter

3.1.1. Isolement et purification des Azotobacter

Afin d’isoler sélectivement les bactéries du genre Azotobacter, un
enrichissement est réalisé au préalable sur un milieu liquide exempt d’azote Azotobacter
Broth (Annexe I) (Atlas et al., 2005).

Cent ml du milieu sont aliquotes dans des flacons de 250 ml. 5g du sol adhérant
fortement aux racines de chaque échantillon sont mis en suspension dans le milieu de culture.
Apres agitation, 5ml de cette suspension serviront & inoculer un deuxiéme flacon contenant le
méme milieu. Les milieux ensemencés sont incubés sous agitation a 30°C pendant 72 heures.
L’apparition d’une pellicule a la surface du milieu signifie 1’existence d’une croissance
bactérienne. L’isolement des Azotobacter est réalisé par la suite sur gélose Ashby au mannitol
(Annexe ) (Atlas et al., 2005).

Une anse pleine de chaque culture est étalée a la surface du milieu coulé en boites

de Pétri. Ces dernieres sont mises a incuber a 30°C pendant trois jours.

3.1.2. Purification

Aprés incubation, les colonies caractéristiques des Azotobacter sont repiquées

plusieurs fois sur milieu Ashby en vue de leur purification.
3.1.3. Conservation des isolats
La méthode de conservation des isolats consiste a repiquer les isolats en tube de

gélose inclinée (Botton et al., 1990). Aprés une incubation de 72h, les cultures sont stockées a

4°C pour favoriser leur viabilité et limiter les possibilités de variations.
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3.1.4. Caractérisation des isolats

3.1.4.1. Examen macroscopique

L’observation de 1’aspect macroscopique des colonies permet d’effectuer une premicre
caractérisation, avec une orientation possible des résultats au cours de 1’identification. D’aprés

les auteurs Thoma et al. (1970), les éléments d’identification macroscopiques sont :

e La forme des colonies : rondes, irréguliéres, ...etc.

e Lataille des colonies par la mesure du diametre : pinctiformes ou non inctiformes.
e Lachromogene : couleur de la colonie.

e [’¢lévation : convexe, concave, plate.

e [’opacité : opaque, translucide ou transparente.

e Lasurface : lisse, rugueuse, seche, dentelée, ...etc.

3.1.4.2. Examen microscopique

o Technique de Coloration de Gram

Un frottis fixé a la chaleur est coloré pendant une minute au violet de cristal ; il est
ensuite rincé rapidement a 1’eau distillée, traité pendant une minute par une solution de lugol,
et de nouveau rincé rapidement a 1’eau distillée. On soumet alors le frottis coloré a une étape
de décoloration en le traitant avec 1’éthanol 95%, pendant 15 a 30 secondes puis est rincé a
I’eau distillée. Ensuite le frottis est coloré par la fuschine pendant 10 a 30 secondes et apres
un bref ringage a 1’eau distillée, on séche le frottis au buvard ou au-dessus de la flamme d’un
bec bunsen et on 1’examine a 1’objectif (GX 100) & immersion. Avec cette coloration double,
les bactéries « Gram-positif » apparaissent en violet foncé tandis que les bactéries « Gram-
négatif » sont colorées en rose ou en rouge (Delarras, 2007).

3.1.4.3. Test de catalase

La catalase est une enzyme présente chez la plupart des bactéries aérobies strictes
et anaérobies facultatives. Elle décompose I’eau oxygénée formée, en eau et en oxygené qui
se dégage.

H,0,—H,0 + % O,
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Prendre une lame porte objet propre. Deposer sur celle-ci une goutte d’eau
oxygénée a 10 volumes et émulsionner un peu de la colonie suspecte ou de la culture obtenue
sur gélose. Un degagement gazeux abondant sous forme de mousse ou de bulle traduit la
décomposition de dioxygéne : le test catalase est positif et s’il n’y a pas de bulles : le test

catalase est négatif (Delarras, 2007).

3.1.4.4. Test d’oxydase

L’oxydase ou Cytochrome oxydase est une enzyme présente dans certaines
chaines respiratoires cytochromiques bactériennes.

Déposer, sur une lame porte-objet propre, une goutte d’eau physiologique stérile
puis faire une suspension épaisse de bactéries a partir d’une culture jeune sur gélose puis
ajouter un disque *Ox*.

Une coloration violet foncé apparait immeédiatement sur le disque ou en quelques

secondes puis vire au noir : test oxydase +.

3.1.45. Test de mobilité des isolats

Le milieu de culture mannitol mobilité (Annexe I) est une gélose molle
conditionnée en tubes qui permet d’étudier la fermentation du mannitol et la mobilité des
bactéries.

L’ensemencement du milieu de culture est réalisé par piqiire centrale jusqu’au
fond des tubes a I’aide d’une pipette Pasteur. Les bactéries mobiles diffusent a partir de la
ligne d’ensemencement, créant un trouble dans le milieu de culture alors que les bactéries
immobiles poussent uniquement sur le long du strie d’ensemencement (Gerhardt et al.,
1994).

Figure 4: Lecture des résultats du test mannitol mobilité.
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e A: pas de dégradation du mannitol.

e B: Dégradation du mannitol.

e C: Degradation du mannitol avec production de gaz.

e D: Bactérie non mobile, colonies au lieu de I'ensemencement.

e E: Bactérie mobile, répartition des colonies dans le milieu de culture.
e milieu jaune : mannitol + .

e milieu rouge : mannitol —.

3.1.4.6. Mise en évidence du type respiratoire

Le milieu viande foie permet de déterminer le type respiratoire d’une bactérie,
c¢’est-a-dire définir son comportement vis-a-vis du dioxygene. Dans des tubes a essai stériles,
le milieu de culture en surfusion est aseptiquement ensemencé en réalisant un mouvement en
hélice du bas vers le haut a 1’aide d’une pipette Pasteur boutonnée. Le milieu de culture
solidifié est incubé a 30°C pendant 48h. Les résultats obtenus sont interprétés selon le tableau
3 et le germe est dit soit : aérobie strict, anaérobie aéro-tolérant, anaérobie strict ou
microaérophile.

Tableau I11: Détermination du type respiratoire.

Observation (7 []
Il e ] I'Tl
< & o
a2 B
.:: .:.o
22 kol
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'..0 .o;
), ) o &
culture dans cultureala culture qu’a un culture partout
tout le tube surface endroit précis  saufala
du tube surface
Interprétation  Culture quel que Culture Culture en Culture

soit la
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seulement en
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seulement en

absence de O2
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02 d’02 moins que

celle de ’air

Conclusion Type aero- Type aérobie Type micro Type anaérobie
anaerobie strict aerophile strict
facultatif(AAF)

4.  Analyse des modes d’actions des PGPR
4.1. Test de la solubilisation de phosphate

4.1.1. Test de solubilisation de phosphate sur milieu solide

La solubilisation de phosphate inorganique a été déterminée qualitativement sur le
milieu Pikovskaya agar (Annexe |) préparé et additionné de tricalcium phosphate comme une
source insoluble de phosphate Nautiyal (1999). Les pré-cultures des isolats ajustées a 10°
cell/ml sont déposées sous forme de spots (10 pl) sur le milieu de culture solide Pikovskaya.

Aprés incubation a 30°C pendant 5 jours, Les bactéries solubilisant le phosphate vont
former un halo clair autour des colonies (Alam et al., 2002). Le taux de solubilisation est
évalué par I’indice de solubilisation. La mesure de I’index de solubilisation est effectuée selon

la formule suivante :

SI=(le diamétre de la colonie +le diameétre de la zone claire)

(le diamétre de la colonie).

4.1.2. Test de solubilisation de phosphate en milieu liquide

Pour une estimation quantitative du phosphate solubilis¢, 100 pl des cultures
bactériennes sont ensemencés dans 5ml de milieu PVK liquide puis incubés a 30°C/7 jours
sous agitation modéree. Les cultures sont ensuite centrifugées a 3000 rpm pendant 20mn. La
quantité du phosphore soluble est mesurée dans le surnageant par la méthode colorimétrique
de Olsen (Olsen et Sommers, 1995). Dans une fiole de 50 ml contenant 1 ml du surnageant,
sont ajoutés 10 ml de molybdate d’ammonium ((NH4),M0QO,) a 12 mM et 1ml de chlorure

d'étain (SnCl,) 5 mM. Le volume est ajusté a 50 ml avec de I’eau distillée. L’intensité de la
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couleur bleue mesurée a 620 nm est directement proportionnelle a la concentration de
phosphates dans I’échantillon. Une courbe d’étalonnage standard est effectuée avec une
solution de KH,PO, (Olsen et Sommers, 1995).

4.2. Production des auxines (acide indole acetique)

La production de I’AIA est évaluée, selon la technique rapportée par Acufia et al.,
(2011), sur milieu de culture Luria-Bertani liquide additionné de glucose a 1% en présence et
en absence du L-tryptophane (5g/l) (Annexe I). Le milieu de culture dilué a 1/10éme est
inoculé avec un volume de 100 pul d’une pré-culture bactérienne &gée de 48 heures, ajustée a
0.5 Mc Farland. Les tubes sont incubés a une température de 30°C pendant 5 jours. Les
cultures sont ensuite centrifugées a 3000 rpm pendant 10min. Un volume de 2 ml du réactif de
Salkowski (12g de FeCI3 dans 429ml de H2SO4) est ajouté a un volume de 1ml du
surnageant.

Le mélange est incubé pendant 30 mn. La lecture est effectuée par mesure de la
densité optique a une longueur d’onde de 535 nm. Les concentrations de I’AIA sont
déterminées a 1’aide d’une courbe d’étalonnage. Les concentrations utilisées pour
I’établissement de la courbe d’étalonnage sont de 1’ordre de 0.5 pg/ml, 1 pg/ml, 2 pg/ml, 4
pg/ml et 5 pg/ml.

4.3. Production d’ammoniac (NH3)

Ce test est réalisé selon la méthode de Capuccino et Sherman (1992) avec
modification. 1l consiste a inoculer 100ul de la suspension bactérienne dans 2ml d’eau
peptonée. Apres une incubation 30°C pendant 96 h, les cultures sont centrifugées a 3000 rpm
pendant 20mn. La quantité du NHs est mesurée dans le surnageant des cultures. Un volume du
réactif de Nessler est ajouté a quatre volumes du surnageant. Le développement d’une
couleur jaune ou orange indique la production de NHj. L’intensité de la couleur bleue
mesurée a 425 nm est directement proportionnelle a la concentration de NH;z dans
I’échantillon. Une courbe d’étalonnage standard est effectuée avec une solution d’ammonium

sulfate.
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4.4, Effet des isolats sur la germination des graines de blé dur

Dans le but d’apprécier I’effet des isolats sélectionnés fixateurs d’azote sur la
germination des graines du blé dur, un essai de germination est effectue.

Les graines de blé dur sont désinfectées dans une solution d’hypochlorite de sodium a
18° pendant 5 minutes puis rincées 6 fois a I’cau distillée stérile.

Les suspensions bactériennes sont préparées a partir des cultures sur milieu de culture
bouillon Azotobacter, les charges bactériennes sont ajustées a 0.5 Mc Farland. Les graines
sont mises pour une durée de 30 min, dans les béchers contenant I’inoculum bactérien.
Chaque isolat est testé séparément. Le témoin négatif est préparé a I’aide des graines trempées
dans le milieu stérile.

Les graines sont déposées dans des boites de pétri de 10 cm de diamétre contenant un
papier filtre imbibé d’eau distillée stérilisée. Chaque boite a regu 5 graines.

Sept jours apres le lancement du test, I’évaluation des résultats est effectuée par le
relever et le calcul des paramétres : pourcentage de germination, la longueur de la radicelle et
de la longueur de la tige, poids sec et I’indice de vigueur calculé selon la formule :

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

aérienne) x le taux de germination %
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Reéesultats et discussions

1. L’intérét du genre Azotobacter

Le genre Azotobacter est un exemple pertinent des biofertilisants fixateurs d’azote.
Il est aussi une composante essentielle des préparations commerciales de celles-ci. Du point
de vue économique, outres le rabais des couts de production qu’engendre 1’utilisation des
biofertilisants fixateurs d’azote, ces produits représentant environ 76,9% du chiffre d’affaires
du marché mondial de biofertilisants évalué a 1326,6 millions USD en 2018 et qui d’apres
Hexa Research, devrait atteindre 2 Mds$ d’ici 2024 (Anonyme A).

En Algérie, peu d’intérét est porté aux biofertilisants et surtout au genre Azotobacter,
les productions scientifiques a ce sujet se font de plus en plus rare. Une recherche sur le
Portail National de Signalement des Theses (PNST) montre I’existence de seulement deux
these en cours de réalisation. Sur Google, et avec un peu de chance on risque de trouver
deux autres these (soutenus) présentés par Silini, 2013 et Ghalem, 2016 et trois articles de ces

mémes auteurs.

Au niveau de la faculté des sciences de la nature et de la vie de "université Djilali
Liaibes, on dénombre, outre la thése de Ghalem, 2016, 3 mémoire de master rédigés par :
Malki et Lahmar, 2014 ; Aidouni et Mesmoudi, 2018 et Fellah et Bensahla, 2019. Le
présent travail constitue une contribution aux efforts des chercheurs algeriens dans ce
domaine, il ressort de notre conviction que 1’utilisation des espéces efficaces d’Azotobacter
peut tres bien booster la conversion du systeme agricole vers une agriculture biologique et
durable. L'application a grande échelle de ces PGPR peut réduire la dépendance aux produits
chimiques agricoles. De plus, il s'agit d'une technologie facilement accessible aux

développements des céréales. (Gamalero et al., 2009).

2. Isolement, purification et caracterisation des bactéries du genre
Azotobacter

L’isolement de souches PGPR biofertilisantes efficaces du genre Azotobacter
devait étre effectué a partir de la rhizosphere des plantes de blé dur cultivees sur le sol de la
région Tessala wilaya de Sidi Bel Abbés.
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La stratégie d’isolement devant étre adoptée repose sur la faculté des Azotobacter
a fixer I’azote atmosphérique, ces bactéries sont isolées aprés une étape d’enrichissement
sélectif sur bouillon exempt d’azote, le bouillon Azotobacter, suivie d’un repiquage sur milieu
gélosé sélectif exempt d’azote le milieu Ashby. La culture des prélevements sur milieu Ashby
permet 1’élimination des microorganismes incapable de fixer 1’azote atmosphérique, la

croissance des bactéries diazotrophes asymbiotiques se trouve ainsi favorisée.

L’intérét porté dans cette étude au genre Azotobacter est di & son caractere
biofertilisant potentiel, les bactéries de ce genre sont des fixateurs non symbiotiques d’azote,

ils peuvent fixer jusqu’a 20 kg/ha/ ans d’azote (Jnawali et al., 2015).

L’isolement des Azotobacter est facilité par 1’aspect particulier que les colonies de
ces bactéries produisent sur milieu Ashby. En effet, en plus de leur croissance lente (temps
d’apparition des colonies des 72 heures), les Azotobacters produisent des colonies blanches
(Figure 5.A), opaques, brillantes, lisses, bombées a contour irrégulier d’un diamétre compris
entre 2.5 a 5 mm prenant une couleur beige a marron apres 6 jours d’incubation (Figure 5.B).
Cette pigmentation est due a I’accumulation de mélanine produite par oxydation de la tyrosine
par une tyrosinase a copper. Des temps d’incubation plus important peuvent engendre une

modification de I’aspect des clonies qui devient plutdt séches et rugueuses (Figure 5.C).

Figure 5: Aspects macroscopiqgues des isolats (Silini, 2013 ; Fellah et Bensahla, 2019).

Au niveau microscopique, les Azotobacter se présentent sous forme de bacilles a
Gram négatif (Figure 6), ils sont typiquement polymorphes et leur dimension varient de 2—
10um long and 1-2um de large (Jnawali et al., 2015). L’observation des cultures agées des
isolats d’azotobacter permet la mise en évidence de leur aptitude a la formation des cystes
(Figure 7). Les cystes remplis de poly-p-hydroxybutyrates (PHB) sont des formes de

résistances, semblables aux spores des Bacillus, utilisés par ces bactéries en cas de stress
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environnementaux comme source d’énergic (Silini, 2013 ; Jnawali et al., 2015).
favorisent 1’ubiquité et la survie dans des Azotobacter dans des environnements trés divers.

En effet, les cysts restent viable 10 ans sur milieu gélosé sous les contions du laboratoire et 24

ans dans sol sec (Chennappa, 2015).
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Figure 6: Observation microscopique des isolats selectionnés fixateurs d’azote

(Grossissement x100) (Fellah et Bensahla, 2019).

Figure 7: Observation microscopique des isolats aprés coloration de Gram et mise en
evidance de la formation des cystes (Grossissement x100) (Fellah et Bensahla, 2019).

2.1. Test de catalase, test d’oxydase & recherche du type respiratoire :

L’oxydase, de la catalase et du type respiratoire sont des élément clé de

I’identification bactérienne (Figure 8, Figure 9 & Figure 10).

L’identification du genre Azotobacter repose essentiellement sur la recherche de

I’oxydase, de la catalase et de 1’utilisation du glucose et du rhamnose (Upadhyay et al., 2015).
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Les Azotobacters sont des bactéries aérobie strictes et la production des enzymes catalases et
oxydases est une caractéristique commune des bactéries de ce genre, ces enzymes agissent en
protégeant la nitrogénase (enzyme responsable de la fixation d’azote) (Upadhyay et al., 2015).
Selon Malleswari et Bagyanarayana, (2013), I’expression d’une activité catalase confére
aux souches une hautement résistantes aux stress environnementaux. Les peroxydases
représentent une composante de la réponse précoce des plantes aux attaques des pathogénes et
aux stress environnementaux, ces enzymes jouent un réle clé dans la biosynthése de la lignine

qui limite 1’extension des phytopathogene (Khan et al., 2009).

Catalase- Catalase+

Figure 8: Exemple d'un résultat positif et un résultat négatif au test de catalase.

Figure 9 : Exemple d'un résultat positif au test d'oxydase.
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MicroAérophile Aérobie-
Stricte Anaérobie Stricte

facultative

Figure 10 : Exemple des résultats du test pour la recherche du type respiratoire.

2.2. Test de mobilité des isolats

Le test de mise en évidence de la mobilité se réalisée sur le milieu de culture
mannitol-mobilité (Figure 11), la mobilité des bactéries testées se traduit par la diffusion des
bactéries sur la gélose. La mobilité constitue un trais important des PGPR car elle leur permet
une meilleure colonisation de la rhizosphére et une meilleure interaction avec la plante hote
(Nihorimbere et al., 2011). En effet, les PGPR, ne peuvent atteindre la surface des racines
que par une mobilité active facilitée par la présence de flagelles et guidée par des signaux

moléculaires, chimiotactisme.(Nihorimbere et al., 2011).

Le genre Azotobacter comprend 7 espéces, certaines de ces espéces sont mobiles au
moyen de flagelles péritriches (A. chroococcum, A. armeniacus, A. paspali et A. salinestris, A.
vinelandii. et d'autres non (Brenner et al.,2005 ; Jnawali et al., 2015).
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Bactérie mobhile Bactérie non mobile

Figure 11: Aspect des résultats de test de mobilité sur mannitol mobilité.

3. Screening des activités PGPR

L’intérét des bactéries PGPR du genre Azotobacter réside dans la diversité de
leurs modes d’action, elles peuvent afficher presque tous les mécanismes de lutte biologique,
de biostimulation et de biofertilisation (Chennappa, 2015). La capacité des souches
sélectionnées a I’expression des mécanismes implique dans la biofertilisation est mise en
évidence via une série de test dont : la solubilisation de phosphore, d’acide indole-acétique et

de production d’ammoniac.

3.1. Solubilisation du phosphore inorganique

Le phosphore, le second macronutriment requit pour la croissance des plantes
aprés ’azote, est trés abondant dans les sols sous forme organique et inorganique. Mais,
malgré la richesse des sols en phosphore, une faible proportion est assimilable par les plantes.
Dans le sol, la plus importante fraction de phosphore se trouve sous une forme insoluble:
oxydes de fer et d’aluminium dans les sols acides, et oxydes de calcium dans les sols basiques

(Ahemad et Kibret, 2014 ; Shrivastava et al., 2015). En plus, le phosphore apporté par les
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fertilisants appliques au sol est re-précipité en des formes insolubles, augmentant ainsi le

besoin des cultures en cet élement (Ahemad, et Kibret, 2014).

L’amélioration de la disponibilité du phosphate est une des principales activités
améliorant la croissance des végétaux. Les Azotobacter peuvent contribuer a I’amélioration de
la nutrition des plantes via la solubilisation du phosphore. Les bactéries solubilisant le
phosphore secretent des acides organiques de faible poids moléculaire, qui convertissent les
formes insolubles de phosphates en ions de phosphates soluble monobasique (H,PO4") et
dibasique (HPO,%), seuls formes assimilables par les plantes (Kaymak, 2011).

Le test de solubilisation des phosphates s’opére 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 12). La production d'un halo sur un milieu gélose solide ne doit pas étre
considérée comme le seul test de solubilisation P. Lorsque les colonies se développent sans
halo aprés plusieurs repiquages sur le méme du milieu, un test supplémentaire en milieu
liquide doit étre effectué et les quelques isolats obtenus apres une sélection aussi rigoureuse

doivent étre testés davantage pour la production d'acides organiques (Sharma et al., 2013).

Figure 12: Aspect des résultats du test de solubilisation de phosphore sur milieu Pikovskaya
(Schwachtje et al., 2015).

La sélection des candidats solulibilisateurs de phosphate dépend du type de sol

(alcalin, acide ou riche en matiéres organiques) ou ces microorganismes seront utilisés. Il est
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suggeré d'ajouter, au milieu Pikovskaya, des composes du phosphate de calcium pour les sols
alcalins (cas des sols Algeriens), des composés de phosphate de fer / aluminium pour les sols
acides et des phytates pour les sols riches en P organique (Sharma et al., 2013).

Plusieurs autres ont rapporté 1’expression d’une activité de solubilisation de
phosphore chez des souches d’Azotobacter (Figure 13) (Narula et al., 2002 ; Ahmad et al.,
2008a ; Silini, 2013 ; Prakash et Karthikeyan, 2013 ; Nosrati et al., 2014 ; Ghalem, 2016 ;
Aidouni et Mesmoudi, 2018 ; Fellah et Bensahla, 2019). Les taux de solubilisation de
phosphore rapportés par ces auteurs sont comparables que ce soit sur milieu solide ou sur
milieu liquide. Certains de ces auteurs ont souligner I’expression, pour certaines souche
d’Azotobacter, d’une activité de solubilisation sur milieu liquide de fagon exclusive (Sharma
et al., 2013). Ces chercheurs expliquent ce constat par le fait que les acides organiques soient
difficilement libérés dans le milieu solide (Nautiyal, 1999 ; Behera et al., 2017).
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Figure 13: Exemple des résultats du test de solubilisation du phosphate sur milieu de culture

Pikovskaya liquide (a gauche) et solide (a droite) (Fellah et Bensahla, 2019).

3.2.  Production d’acide indole acétique (AIA)

L’acide indole-acétique est 1’auxine principale et la plus active de la majorité des
plantes. Cette phytohormone, synthétisé a partir du tryptophane, induit la formation des poils
racinaires et/ou des racines latérales et augment, ainsi, la capacité des plantes a absorber les

nutriments a partir du sol et améliore le rendement (Ambreen Akhtar et al., 2012).
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La synthese des hormones de croissance des plantes, dont I’AIA est le plus efficace,
est une faculté commune chez les bactéries PGPR. Environ 80% des bactéries rhizosphériques
sont capables d’en produire. Le L-tryptophane est considéré comme le précurseur parce que
son adjonction est nécessaire a la production. Les exsudats racinaires sont une source
naturelle de L-tryptophane pour la microflore de la rhizosphére (Dastager et al., 2010).
L’acide indole acétique produit par les PGPR est libéré dans la rhizosphére comme métabolite

secondaire (Khan et al., 2009).

La recherche et le dosage de la production de I’acide indole acétique se font souvent
selon la technique rapportée par Acufa et al., (2011), sur le milieu de culture de Luria-
Bertani liquide additionné ou non de L-tryptophane. La détection de la phytohormone est
réalisée grace a la réaction de Salkowski (Silini, 2013 ; Fellah et Bensahla, 2019). Cette
derniére est spécifique aux auxines et composes similaires. Le réactif de Salkowski est un
mélange de 0,5 M de chlorure ferrique (FeCls) et 35% d'acide sulfirique (H.SO,) qui, lors de
la réaction avec I'lAA, donne une couleur rose-rouge en raison de la réduction de Fe** et la
formation d'un complexe d'lAA-fer (Figure 14) (Gang et al., 2019). Les taux de production
d’acide indol-acetique sont déterminés en se reportant au courbe étalon (Figure 15).

RSG RSC RSB RSA RST RS1 RS2 RS3 RS4 RS5 RS6 RS7

Figure 14: Production de I’acide indole acétique chez des isolats fixateurs d’azote en milieu
de culture de Luria-Bertani liquide en présence de (5g/l) de L-tryptophane (Fellah et
Bensahla, 2019).
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Figure 15 : Courbe standard du dosage de I’acide indole acétique (Fellah et Bensahla, 2019).

La production d’acide indole acétique est une activité caractéristique des Azotobacter,
elle a été rapportée par Ahmad et al., (2008b), Ahmad et al., 2008a ; Vikram, (2011),
Ponmurugan et al., (2012) Silini, (2013) ; Kumar et al., (2014) ; Ojha et Marahatta,
(2015) ; Ghalem, (2016) ; Aidouni et Mesmoudi, (2018) ; Fellah et Bensahla, (2019), les
taux rapportés par ces autres varient de 1 ug/ml a 82.00 pg/ml

Selon Barazani et Friedman (1999), les bactéries capables de secréter un taux
supérieur a 13,5 pg/ml de composés indoliques sont considérés comme étant des PGPR. De
faibles quantités d’AIA de 10° & 10™ M sont nécessaires pour la croissance primaire des
racines (Patten et Glick, 2002), les taux obtenus sont donc suffisants pour stimuler la

croissance végétale.

D’aprés Aidouni & Mesmoudi, (2018) et Fellah & Bensahla, (2019) le taux
d’expression de cette activité est fortement corrélé a la concentration du précurseur dans le
milieu de culture, ainsi I’ajout de 5 g/l de précurseur accroit la production en acide indolo-
acetique. Le seuil maximal de production passe de 0.59 pg/ml a 15.26 pg/ml (Figure 16). Ces
observations sont en accord avec ceux rapportés par El-Mahrouk et Belal, (2007) et
Ponmurugan et al., (2012) et Sethi et Adhikary, (2012). Ces auteurs ont aussi remarqué,
chez des bacteries diazotrophes notamment des Azotobacter, la dépendance de la production

d’AIA de la présence du L- tryptophane dans le milieu de culture.
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Figure 16:Exemple des résultats du test de production d’AIA d’isolats fixateurs d’azotes sur
milieu de culture luria-Bertani (a gauche) additionné de (5g/l) de L- tryptophane (a gauche)
(Fellah et Bensahla, 2019).

3.3.  Production d’ammonium (NH3)

L'ammoniac est une source importante d'azote pour les plantes. Il favorise la
croissance des plantes et améliore la production de fruits et de graines, ce qui se traduit par un
meilleur rendement. Il est également essentiel pour la photosynthése. Les ions ammonium
sont efficaces comme engrais (Caines, 2018).

L’enzyme nitrogenase joue un role important dans la réduction de N, fixé en NH3 chez
les bactéries fixatrices d’azote. L'ammoniac fixé est assimilé en glutamate et glutamine qui
sont importants pour former des composés azotés organiques dans les cellules telles que les
acides aminés, les acides nucléiques, les protéines, etc. Apres la mort bactérienne et la lyse,
ces composés sont rejetés dans I'environnement et utilisés comme sources d'azote par d'autres
organismes tels que les plantes (Hartono et al., 2016).

Outre la fixation d’azote, L'ammoniac peut étre produit par ammonification au nitrite,
par dégradation de divers acides aminés des milieux complexes, par décarboxylation d'acides
aminés, par désamination, et par la dégradation de l'urée médiée par l'uréase (\Weise et al.,
2013).

En plus de son effet bio fertilisant, Cherif, (2014) a rapporté sur I’action inhibiteur de
I’ammoniac sur certains phytopathogénes.

En général, La production d’ammoniac est recherchée par la méthode de Capuccino
et Sherman (1992). Cette méthode permet une estimation qualitative de la production de ce
métabolite. Fellah & Bensahla, (2019) ont apporté des modifications a cette méthode afin

d’en tirer une estimation quantitative, selon ces auteurs I’examen de 1’aspect du milieu apres
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inoculation, incubation et 1’ajout du réactif de Nessler, permet une appréciation qualitative
(développement d’une couleur jaune ou orange) (Figure 17). Les taux de production
d’ammoniac NH;s (Figure 18) sont, cependant, déterminés en se rapportant a la courbe étalon
(Figure 19).

Les taux de production d’ammoniac NH3 reporté par Fellah & Bensahla, (2019) a

varié¢ de 1.8 mg/ml a 7.8 mg/ml. Le taux maximal étant observé avec 1’isolat RS6.

RS4 RS5 RS6 RS7 RSA RSB RSC RSD RSE RSF RSG

= e T ol ——

~ ST RR

Figure 17: Résultats de la capacité des quatorze isolats a produire I'ammoniac (NHs) (Fellah
et Bensahla, 2019).
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Figure 18: Concentrations d’ammoniac NH3 produites par les isolats sélectionnés fixateurs

d’azote sur milieu eau péptonée (Fellah et Bensahla, 2019)..
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Figure 19 : Courbe standard du dosage de la production d’ammoniac NH3 (Fellah et
Bensahla, 2019).

La production de NHs, propriété commune des PGPR, est tres fréquente chez
Azotobacter, elle fut déja rapportée par de nombreux auteurs (Joseph et al., 2007; Silini,
2013 ; Aouane et Hamani, 2017 ; Plunkett, 2018 ; Plunkett et al. 2020).

4. Mise en évidence de I’effet de promotion des isolats sur la
germination du blé dur

Selon Backer et al., (2018), une fois que les souches PGPR cultivables ont été
isolées, elles doivent étre criblées pour leur capacité a améliorer la germination de plantes
cultivées. Les isolats prometteurs peuvent ensuite étre criblés pour leur capacité a accélérer
I'émergence et la croissance précoce des plantes, dans des conditions d'environnement
contrdlées. Car, selon Etesami et al., (2015), dans de nombreux cas, les PGPR n'induisent pas
les effets désirés lorsqu'ils sont appliqués in vivo.

Le criblage des isolats d’Azotobacter pour leur capacité a améliorer la germination
peut étre réalisé en utilisant divers sorte de grains tel que le blé, la tomate, le pois chiche, le
riz, le coton...etc. I’évaluation de I’efficacité des souches est effectuee par le relever et le
calcul ou méme le dosage de certains parametres : pourcentage de germination, longueur de la
radicelle et de la tige, poids sec, I’indice de vigueur, le taux d’accumulation d’azote, de
carbone et de phosphore ainsi que le dosage de la chlorophylle. Les résultats sont analysés
statistiquement et représentés sous forme de tableaux ou d’histogrammes (Figure 20). Parfois

I’effet des souches et visible a 1’eeil nue (Figure 21)Plusieurs auteurs ont rapporté sur effet
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positif de I’inoculation par Azotobacter sur la germination (Silini, 2013 ; Malki et Lahmar,
2014 ; Jnawali et al., 2015 ; Ghalem, 2016 ; Aidouni et Mesmoudi, 2018 et Fellah et
Bensahla, 2019).

10000
z
£ o
5 60,00 4 &
h
3 00 )
; 5
¢ 2o
]
(-9
0.00 — ~ -
RN T L SRS S N SR IR T S R AR R T L A 2 T VAR T S RPN
& &
Isolats Tsolats
#PSA #PSR 2500,00
003 g:wo.w
-
00 glmoo
& 5
o 0,02 Pl
§ 2 100000
= 3
& E 50000
001
o A _S_m _m__m_ S N B N A
A T T T R ¢ ¢ % 0.
N S IR S SN re o9 S
A
* Jsolats
Isolats

Figure 20: Effet des isolats sélectionnés fixateurs d’azotes sur : le taux de germination, la
longueur des racines (LR) et des tiges (LT), le poids sec des racines (PSR) et des tiges (PST)
et I’indice de vigueur des graines de blé dur (Fellah et Bensahla, 2019).
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Figure 21: Apercu des résultats de test de germination (Silini, 2013).

Selon Magda et al., (2012), le trempage des graines de blé stérilisées dans le
filtrat des cultures d’Azotobacter producteur d’AIA a amélioré significativement le taux de
germination et I’indice de germination des graines. Les bactéries du genre Azotobacter, en
plus d’étre des diazotrophes, synthétise des substances biologiquement actives telles que les
sidérophores et les phytohormones (les auxines) stimulant ainsi la croissance des plantes
(Ahmed et al., 2005). lIs facilitent également la solubilité de certains minéraux dans le sol et
améliorent la biorestauration des sols (Rajaee et al., 2007).

Il a aussi été prouveé que le genre Azotobacter affecte positivement la germination des
graines et leur développement et que I’inoculation des cultures de blé par ce genre augmente
le rendement de 30%. Aussi, I’inoculation par ces bactéries permet une réduction de plus de
50% sur les engrais azotés (urée) appliqués aux cultures de blé réalisées sous conditions
controlées sous serre (Kennedy et al., 2004).

L’inoculation du riz par les Azotobacter permet une amélioration significative des
rendements avec des augmentations atteignant les 20%. Elle permet, aussi, d’augmenter la
contenance en azote des plantes jusqu’a plus de 15 kg/ ha (Saharan et Nohra, 2011).

Le traitement par Azotobacter permet une amélioration de 15% a 28% du rendement
du Coton. Ceci est attribué a la fixation biologique de 1’azote, la production de sidérophores,
de phytohormones, ainsi qu’a la production de molécules antibactériennes et antifongiques

(Kennedy et al., 2004).
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Enfin, selon Aidouni et Mesmoudi, (2018) et Fellah et Bensahla, (2019), les
Azotobacters exercé un trés bon pouvoir de promotion sur la germination elle-méme et sur le
développement des jeunes plantules. Une nette amélioration de la longueur et du poids est
observée chez les lots traités et I’état de santé des plantules est fortement amélioré, les IV

obtenus sont nettement supérieur a I’'IV témoin.
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Conclusion

Conclusion

Un bio fertilisants également appelés «biostimulant» ou «activateur de sol»
(Faessel et al., 2015), est un matériel qui contient une (des) substance(s) et/ou
microorganisme(s) dont la fonction, quand il sont appliqués aux plantes ou a la rhizosphere,
est de stimuler les processus naturels pour améliorer/avantager 1’absorption des nutriments,
I’efficience des nutriments, la tolérance aux stress abiotiques, et la qualité des culturesy.
L’objectif tracé pour le présent travail été I’isolement et la sélection de souches PGPR
diazotrophes (du genre Azotobacter) a fort potentiel biofertilisant a partir de la rhizosphére
des plantes de blé dur cultivées sur le sol de la région de Tessela (willaya de Sidi Bel Abbes),
de caractériser leur potentiel PGP, et d’¢tudier I'impact des inocula formulés de ces souches

sur la germination du blé dur.

L’avénement de la pandémie du Covide 19 et I’instauration des mesures préventifs
par I’état, plus particulierement le confinement et le gel des activités au sein des laboratoires
des établissements universitaires du pays, ont entravés la bon conduite de la présente étude et
de ce faite on s’ait retrouver contraint a transformés le travail expérimental prévus en une
analyse bibliographique ou ont été revus et discutés les contributions des scientifiques et

chercheurs Algériens autour du theme abordé.

A travers cette étude on a pu constater qu’en Algérie peu d’intérét est porté aux
biofertilisants et surtout au genre Azotobacter. les productions scientifiques a ce sujet se font
de plus en plus rare (deux these en cours de réalisation, deux these, trois articles scientifiques

et 3 mémoire de master).

Les travaux analysé adoptent tous la meme startegies d’isolement et des protocols
de caracterisation qui se rapprochent. Les auteurs de ces travaux admettent la faible
abandance de ces microogranismes dans nos sols. lls se consentent sur le potantiel PGPR de
ces bacteries. Tous les isolats qu’il décrivent expriment des activités PGPR majeurs tel que :
la solubilisation de phosphate tricalcique, la production du NHj3 la production d’acide indol-

acetique et la fixation d’azote.

Ces travaux assurent I’efficacité du traitement d’inoculation réaliseés sur les graines
de blé dur et de pois chiche. Selon leurs auteurs les Azotobacters exercé un trés bon pouvoir

de promotion sur la germination elle-méme et sur le développement des jeunes plantules
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(pourcentage de germination, longueur et le poids des plantules obtenus). Ils sont aussi
rapportés une nette amélioration de I’état de santé des plantules sous ’effet des inoculation

réalisés.
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ANNEXES



Composition en g/l d’eau distillée est :

Extrait de levure

Glucose

Tri calcium phosphate

Sulfate d’ammonium

Chloride de potassium

Sulfate de magnésium

Sulfate de manganése
Sulfate de fer

Agar

Eau distillée g.s.p
PH7.2+0.2a25°C
Gélose nutritive :
Extrait de viande
Extrait de levure
Peptone

Chlorure de sodium
Agar

Eau distillée gsp

pH=7,4

0.50g
109
59
0.50g
0.20g
0.10g
0.0001g
0.0001g
159

1000ml

19

29
59

59
159

1000ml
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Milieu VF (Viande-Foie) :
Base viande foie

Glucose

Agar

Eau distillée gsp

pH=7,0

6,09

1000ml

Milieu luria-bertani dilué au 1/10eme :

Tryptone

Na ClI

Extrait de levure

Agar

pH=7

Milieu mannitol mobilité :
Hydrolysat trypsique de caséine
Mannitol

Rouge de phénol

Nitrate de potassium

Agar

Eau distillée gsp

PH=76

Milieu Ashby :

Composition en g/l d’eau distillée est :

Mannitol

19
19
0.59

15¢

3549

1000ml

20g
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K2HPO4 0.29
MgS04.7H20 0.29
Na ClI 0.29
K,SO4 0.1g
CaCO3 5¢
Agar 159
Eau distillée g.s.p 1000ml

Bouillon Azotobacter :

K2HPO4 1.0g
MgSO4.7H20 0.2g
Na Cl 0.29
FeSO4 5mg
Solution de sol 100ml
Eau distillée g.s.p 1000ml

PH =7
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Annexes

Tableau 01 : Composition des standards de turbidité de Mc Farland d’aprés NCCLS site dans

Sekkour 2008

Standard de Di hydrate de Acide Densité approximative
turbidité chlorure de sulfurique correspondante de
numeéro baryum (1.175%), (1%), en ml bactéries /ml
en ml
0.5 0.5 99.5 1.10°
1 0.1 9.9 3.10°
2 0.2 9.8 6.10°
3 0.3 9.7 9.10°
4 0.4 9.6 12.10°
5 0.5 9.5 15.10°
6 0.6 9.4 18.10°
7 0.7 9.3 21.10°
8 0.8 9.2 24.10°
9 0.9 9.1 27.10°
10 1.0 9.0 30.10°
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