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Résumé

Les céréales occupent une place primordiale dans I’agriculture, leur production demeure déficiente
et la demande reste en constante croissance. Elle est conséquente de I’utilisation abusive des

pesticides et engrais chimiques. Ces derniers affectent et diminuent considérablement le rendement.

La toxicité par les pesticides et les engrais chimiques est d’intensité variable. D’ou I'intérét de
s’orienter vers de nouvelles alternatives tel que les micro-organismes bénéfiques dans la rhizosphére
qui sont efficaces, a savoir les champignons mycorhiziens a arbuscule et les bactéries amélioratrices

de la croissance.

La présente étude bibliographique reporte les différents avantages de ces microorganismes pour
la rhizosphére. Elle contribue aussi a connaitre les agents bénéfiques de la rhizosphére des céréales

et leurs effets sur la croissance, la résistance aux pathogenes et ’augmentation du rendement.

Une étude expérimentale a été choisie pour mettre en évidence certains effets bénefiques de
bactéries PGPR, isolées a partir du sol, sur un certain nombre de variétés de blé dur en Algérie.
L’¢étude a permet d’isoler un certain nombre d’isolats de bactéries PGPR, exprimant une activité
antifongique a 1’égard d’agents de fusariose et leur capacité a stimuler la croissance de variétés de

blé dur évaluée in vivo. Ces isolats ont des comportements phytostimulants et phytoprotecteurs.

Mots clés : Céréales, microorganismes bénéfiques, rhizosphere.



Abstract

Cereals occupy a central place in agriculture, their production remains deficient and demand
continues to grow. It is consistent with the misuse of chemical pesticides and fertilizers. These affect
and significantly reduce performance.

The toxicity of chemical pesticides and fertilizers varies. Hence the interest in moving towards
new alternatives such as beneficial micro-organisms in the rhizosphere that are effective, namely

arbuscular mycorrhizal fungi and growth-enhancing bacteria.

This bibliographic study reports the various benefits of these microorganisms for the rhizosphere. It
also helps to know the beneficial agents of the rhizosphere of cereals and their effects on growth,
resistance to pathogens and yield increase.

An experimental study was chosen to identify some beneficial effects of PGPR bacteria, isolated
from the soil, on a number of durum wheat varieties in Algeria. The study isolated a number of
isolates of PGPR bacteria, expressing antifungal activity against fusarium blight agents and their
ability to stimulate the growth of durum wheat varieties evaluated in vivo. These isolates exhibit

phytostimulant and phytoprotective behaviours.

Keywords: cereals, beneficial microorganisms, rhizosphere.
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Introduction générale

La filiére céréaliere constitue 1'une des principales stratégies de la production agricole. Les
céréales (bl¢, orge, mais, riz...etc.) sont une ressource alimentaire majeure a la fois pour la
consommation humaine et pour I’alimentation du bétail. Elles occupent une place importante dans
I’économie a 1’échelle mondiale et particulierement nationale (Djermoun, 2009). L’Algérie par sa
situation géographique au centre de la méditerranée, possede une végétation riche et diversifiée. Le
blé est I'une des récoltes les plus importantes, Plusieurs hectares sont employés pour sa plantation.Le
blé dur (Triticum durum Desf) est la premiére céréale cultivée, elle occupe environ 2 millions
d’hectares (Susana et al., 2008). Cependant la production nationale des céréales reste faible,
irréguliere et ne répondant pas aux besoins de la population. L’ Algérie est considérée comme 'un
des importants pays importateurs des céréales a cause de plusieurs menaces qui affectent les
rendements et la production partielle ou totale (Hassani et al., 2008).

La croissance des céréales peut étre altérer par de nombreuses maladies et a différents stades de leur
cycle de développement. Ces altérations causées par des agents fongiques, bactériens et virales
affectent leur production et provoquent des baisses de rendements appréciables. Cependant, les
pesticides et les engrais chimiques sont congus d’une part pour lutter contre ces ravageurs et
améliorer la productivité des cultures. Ces produits chimiques sont efficaces, faciles a utiliser, peu
colteux et donc extrémement populaires (Damalas, 2009). D’autre part, une étude démontre que
I’utilisation d’engrais chimiques est responsable d'une pollution massive des sols et peut augmenter
leur acidité, ce qui modifie la stabilité des sols (Barak et al., 1997). lls Peuvent aussi affectés la
sant¢ publique par leurs différentes voies de pénétration dans le corps humain, a savoir ingestion,
inhalation et contact (Nesheim et al., 2014). L’Organisation mondiale de la santé estime que 200
000 personnes meurent chaque année dans le monde, suite a I’empoisonnement par les pesticides
(WHO, 1990).

Dans cette optique, un intérét particulier est de s’orienter vers de nouvelles alternatives
biologiques qui sont efficaces, a large spectre d’action et peu toxique tel que les microorganismes.
Ces derniers sont connus depuis fort longtemps pour leur utilisation dans le domaine de lutte
biologique et leur valorisation prend de plus en plus de I’ampleur. Choudhary et al. (2009)
considerent que le contrdle biologique des phytopathogénes ciblés et I’amélioration de la production

des céréales en diminuant le risque de contamination de I’environnement, par l'introduction de
1
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micro-organismes bénéfiques dans la rhizosphére qui peut étre une solution de rechange ou
complémentaire a l'utilisation des produits chimiques .Parmi ces microorganismes, les champignons
mycorhiziens a arbuscule (CMA) et les bactéries amélioratrices de la croissance appelées PGPR
(Plants Growth- Promoting Rhizobacteria ) (Smith et al., 2003).

L’objectif de notre projet de fin d’étude, et vu la situation sanitaire qui nous ne nous a pas permis
d’effectuer une expérimentation au laboratoire et au terrain, est de réaliser un document
bibliographique qui reporte I’importance des microorganismes bénéfiques a la rhizosphére et surtout

celle lie aux céréales vu I’'impact économique de ces cultures en Algérie.

1- La partie bibliographique qui parle des céréales, leur importance et les microorganismes
bénéfiques, leur rhizosphére avec les avantages qu’ils apportent.

2- Une étude expérimentale est réalisée sur un type de microorganismes benéfiques dans le but
d’augmenter la production des céréales qui s’intitule : I’effet d’inoculation des PGPR sur
les variétés de croissance de Ble dur. Cette étude est réalisée par : Sebihi F. Z, Saoudi M,
Derouiche F, Bendjemana K., Benguedouar A, Benhizia Y, et Sanchez J.en 2020.

3- Et une conclusion qui reporte les points importants a retenir et des perspectives.
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). Les céréales

1.Généralités sur les céréales

Les céreales (le blé, l'orge, l'avoine, le seigle, le mais, le riz, le millet, le sorgho) sont des espéces
monocotylédones généralement cultivées pour leur grain (Moulle, 1971). lls appartiennent a la
famille des Graminées (Poacées) qui divisent en deux sous familles : Festucoidéeset Panicoidée
(Moulle, 1971 ; Guignard et Dupont, 2004).

Les céréales sont constituent un élément fondamental dans les traditions culinaires algériennes
(Hamou et al., 2009). La filiére des céréales englobe des activités de production et de transformation

en semoulerie, en boulangerie dans I’industrie agroalimentaire.

Elles occupent a I’échelle mondiale, une place primordiale dans les programmes de recherche
agricole, cependant sont considérés comme une principale source de la nutrition humaine et animal
(Salma et al., 2005).

La filiere céréaliére constitue une des principales filieres de la production agricole en Algérie,
elles couvrent prés de 80% de la surface agricole utile (SAU), aussi occupent une place stratégique

dans le systéme alimentaire et dans I’économie nationale (MADR, 2005).

Les productions céréalieres demeurent toujours irréguliéres et les rendements obtenus a travers les
années ont connu peu d’évolution positive (MADR, 2006), causées par nombreuses maladies qui
attaquent différents stades de leur cycle de développement. Parmi les moyens de lutte biologique
contre ces maladies est I’utilisation des micro-organismes bénéfiques a la rhizosphére des céréales
comme une solution alternative ou complémentaire a des produits chimiques. Ces microorganismes
(rhizobactére PGPR et les champignons endomycorhiziens) jouent un rdle important comme des
inoculants pour I’induction de la résistance, le biocontrdle, la biofertilisation et la phytostimulation

des cultures céréaliéres (Choudhary et al., 2009).
2. Les céréales les plus importantes

Les céréales sont aujourd’hui la base de nombreux produits qui constituent notre alimentation

quotidienne, sont classes en trois groupes :
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o Premier groupe : le blé, I’orge, le seigle, I’avoine
o Un deuxiéme grand groupe est formé par le mais

o Un troisieme grand groupe est ordonné autour du riz (Alais et al., 2003)
2.1. Leblé

L’ensemble des espéces de blé appartiennent au genre Triticum et de la famille Graminées (Feillet,
2000). C’est une des premieres céréales cultivées dans le monde. D’aprés Soltner (2005) cette plante

annuelle au cycle végétatif de 250 a 280 jours.
Il se compose de :

-la tige rectiligne creuse est cloisonnée par des nceuds pleins et renflés : ce genre de tige a recu le

nom de chaume.

- Les feuilles qui prennent naissance au niveau des nceuds sont disposées en deux rangées opposées

autour de la tige.

-L’épi est composé de petits épis ou épillets. Chaque épillet est enveloppé de deux bractees

protectrices appelées glumes.
-La fleur est verdatre et dépourvue de corolle : il n’y a pas de pétales colorés.
Les deux principales espéces actuellement cultivées sont le Triticum aestivum et Triticum durum.

2.1.1. BIé tendre (Triticum aestivum) (Figurel) : C’est une espéce riche en amidon et destiné a
I’industrie de la meunerie cela permet d’obtenir une farine de bonne qualité¢ (Fredot, 2012). Les
principaux produits fabriqués a base de blé tendre : pain, biscottes, biscuits (Jean-Pierre et Ruth,
2018).

2.1.2. Blé dur (Triticum durum) (Figure 1) : cultivé dans des zones plus chaudes et plus séches. Cette
espece est riche en amidon et en gluten avec des grains plus durs, translucides, difficiles a réduire en
farine, ce qui pourrait apparaitre comme un défaut pour sa qualité principale. Ces grains, que ’on dit
corné, sont recherchés pour confectionner les semoules et les pates alimentaires (Jean-Pierre et Ruth,
2018).
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2.2. L’orge

L’orge (Hordeum vulgare) (Figurel), est une monocotylédone de la famille des Graminees «
Poaceae » (Soltner, 2005).

La distribution tres large va de pair avec une diversification morphologique et adaptation trés
¢tendue. C’est une plante cultivée sur sols calcaires aux labours profonds (Zohary, 1973). D’aprés
Soltner (2005) I’orge a un cycle végétatif court 130 a 150 jours.Elle est utilisée pour l'alimentation

animale, et la fabrication de la biére (Akar et al., 2004).

Figure 1: les céréales les plus importants, a)Triticum aestivum ,b)Triticum durum c)Hordeum vulgare
(source:aujardin.info)

3. Origine et répartition geographique des céréales

3.1 Origine

La culture des céréales est trés ancienne, Le riz, le millet, le sorgho et le blé étaient cultivés 2700
ans avant notre ére en Chine, les Egyptiens de I'ancienne Egypte connaissait le blé et le sorgho. Les
céréales ont d'autre part joué un réle capital dans le développement de I'humanité, la plupart des

civilisations se sont développées autour d'une culture céréaliere :
- les civilisations asiatiques, autour de la culture du riz.

- les civilisations précolombiennes, autour du mais.
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- les civilisations babyloniennes et égyptiennes, autour du blé (Moulle, 1971).

En Algérie, les travaux de Laumont s'appuyant sur l'archéologie, l'histoire et la phylogénie
indiquent que les céréales ont d( étre cultivees depuis fort longtemps, ce qui a permis aux

agriculteurs d’en faire un usage alimentaire traditionnel (Benbelaid, 1991).
3.2. Répartition géographique

a. Au niveau mondial : En 2019/2020, 709 millions d’hectares de céréales sont cultivés dans le
monde, soit 51 % des terres arables, 14 % de la surface agricole mondiale et 5 % des terres émergées
du monde, et 2,7 milliards de tonnes de céréales ont été produites.Les premier pays producteur de

céréales: La Chine, suivie de I’Inde, I'union européenne(EU), Russie,la France et Canada (Figure2).

i, ﬁ

Etats-Unis

W

Figure 2 : carte géographique représente les producteurs de céréales 2018 (Passion
Céréales, 2018).
b. Au niveau Algérien : durant les deux périodes 2000-2009 et 2010-2017, la superficie des
céréales occupe en moyenne annuelle 40% de la Superficie Agricole Utile (SAU) (MADR, 2017).

La superficie ensemencée en céréales durant la décennie 2000-2009 est évaluée a 3 200 930 ha,

desquelles, le blé dur et I’orge occupent la majeure partie de cette superficie avec 74% de la sole

céréaliere totale (MADR, 2017).
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Durant la période 2010-2017, cette superficie a atteint en moyenne 3 385 560 ha, en évolution de
6% par rapport a la période précédente (2000-2009) (MADR, 2017).

Les wilayas pionnieres en matiére de production des céréales en 2017 sont : la wilaya de Tiaret,
suivie de Tlemcen et la wilaya de Bouira (Figure 3) (APS, 2018).

Production céréales 2017

< 250 000 q
| 250001 3 500 000 q
0 500001 & 1 500 000 q Boumerdes;

I > 1 500001 q o _AIGETiZi OuzouBejaia:—
; Tipasals Blida o

@m@? ann@em
_Mo taganem Ry
mmﬁmm
Ain emuhnt Mascara, :

Figure 3 : carte géographique représente la production des céréales en Algérie2017
(MADR, 2017).

4. Importance économique des céréales

4.1. Importance économique des céréales dans le monde

Les estimations de la FAO concernant la production céréaliere mondiale en 2019 se maintiennent
a 2,72 milliards de tonnes, de plus que le faible niveau enregistré en 2018. En revanche, les

prévisions relatives a I’utilisation mondiale de céréales en 2019-2020 ont été réduites de 24,7
millions de tonnes (FAO, 2020).
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Concernant 'utilisation mondiale des céréales en 2020-2021 ont été relevées de 11,0 millions de
tonnes par rapport au mois dernier et s’établissent a présent a 2 777 millions de tonnes, soit une

hausse de 2,4 %t par rapport au niveau de 2019-2020 (FAO, 2021).

Les prévisions de la FAO concernant les échanges mondiaux de céréales en 2020-2021 ont été
Iégérement relevés depuis le mois dernier et portées a 466 millions de tonnes, soit une progression
de 5,8 % par rapport a 2019-2020(FAO ,2021).

Les stocks mondiaux de céréales a la cléture des campagnes de 2021 devraient reculer de 1,7 % par
rapport a leurs niveaux d’ouverture et s’établir a 808 millions de tonnes, apres une baisse de 3,3

millions de tonnes par rapport aux prévisions du mois dernier (FAO, 2021).
4.2. Importance économique des ceréales en Algérie

Le total de la production nationale des céreales est de 3,6 millions de tonnes, soit 2 Millions de
tonnes de blé dur, 1 million de tonnes d’orge et 6361849 tonnes de bl¢ Tendre. Selon le bilan de la
campagne ceréaliere 2014 /2015(Figure 4), quinze (15) wilayas ont enregistré une production
dépassant la barre d’1 million de quintaux, les wilayas de Tiaret et Ain Temouchent se classent
successivement premiere et deuxiéme avec pres de 3,5 millions pour la premiére wilaya et pres de
2,5 millions pour la seconde. La wilaya de Constantine a enregistré 1083100 quintaux de blé dur,
412 780 quintaux de blé tendre et 99790 quintaux d’orge. La consommation des produits céréaliers

se situe a un niveau d’environ 205 kg/ hab/an (Chehat, 2007).

Les productions céréalieres en Algérie demeurent toujours irrégulieres et semblent étre
étroitement liées a un certain nombre de facteurs dont I'un des principaux est d'ordre phytosanitaire.
Aussi I'importance des pertes provoqueées par l'action des parasites sur les céréales est extrémement
difficile a apprécier. Les réductions de rendement causees par les maladies et ennemis naturels des
céréales et les conditions climatiques comme la hausse de la température, 1’augmentation du CO2
dans I’atmosphére, la diminution des précipitations, La sécheresse et en particulier le déficit
hydrique. Tous ces facteurs affectent le secteur agricole et le secteur économique.

L’importance économique appréciée a travers trois principaux paramétres: la production, la
consommation et les importations.
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Production MNationale des céréales (q)

10290099,2
I8, 20240789,8

55%

m blé dur
m blé tendre

M orge

6361849,1
17%

Figure 4 :Production nationale des céréales lors de la campagne 2014/2015
(MADR, 2015).

5. les maladies des céréales

5.1. Les maladies bactériennes

Ce sont des pathogénes tres courants sur les cultures, dans les matieres organiques en décomposition
et dans le sol (Tabl) (Laffont, 1985).

5.2. Les maladies fongiques

Les champignons sont des micro-organismes. La plupart d’entre elles existent sous forme de
mycélium. La plupart des champignons pathogénes sont des saprophytes facultatifs capables de
croitre sur cultures ou sur tissus de plantes mortes ; d’autres sont des parasites obligatoires qui

existent seulement en association intime avec des plantes vivantes (Weise, 1987 ; Nasraoui, 2006).

La plupart des maladies (environ 80 %) des plantes cultivées, sont dues aux champignons

microscopiques, (Geigy et al., 1985 ; Lepoivre, 2003 ; Nasraoui, 2006).
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Tableau 1: quelques bactéries phytopathogenes affectant les cultures des céréales(INA, 2015)

synthése bibliographique

Maladies Symptomes Agent causal
Pseudomonas syringae pv
Maladies a Nécrose bactérienne des .syringae
Pseudomonas céreales Pseudomonas syringae pv
.Strafaciens
Pourriture basale des Pseudomonas
glumes syringaepv.atrofaciens
Maladies a Rayure bactérienne Xanthomonascampestris
Xanthomonas pv. translucens

Tableau 2. Certaines maladies et les agents fongiques spécifiques aux céréales (Mallek, 2017).

Maladies

Agent causal

Le Rhizoctone

- Agent du rhizoctone
sur blé, orge et avoine :
Rhizoctone solani

KUHN

-Agent du charbon
Les Charbons

couvert de l'orge

Ustilago hordei (PERS)
LAGERM

L'Oidium

- Le blanc : Erysiphe

graminis

10
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5.3. Les maladies virales

Les céréales sont sujettes aux viroses, depuis fort longtemps mais 1’incidence économique de ces
maladies a pris de I’'importance ces dernicres années, surtout pour celles qui se transmettent par des
vecteurs (Tabl 3) (Cornuet, 1987).

Tableau 3. Principaux virus décrits sur céréales (Mallek, 2017).

Maladie Nom du Virus Plantes Hotes Vecteurs
Mosaique nanisant ou BYDV/VINO Orge, BI¢, Avoine, R.padi, S.avenae,
jaunisse nanisant de Seigle, Mais M.dirhodum
I’orge (Pucerons)
Marbrure chlorotique CCMV Céréales Cicadulina
des céreales bipunetella
(Cicadelle)
Mosaique striee BSMV Orge, Ble Pollen, Ovule
d’orge

Tout au long de cycle de vie, les céréales et les agents pathogénes interagissent avec une grande
variété d'organismes ; ces interactions peuvent affecter la santé des plantes d’une maniére positive
et/ou négative (Corbaz, 1990 ; Nakkeeran et al., 2005). Les maladies des céréales sont causées par
les microorganismes pathogenes en altérant la plante a différente partie. Cela va diminuer leur
immunité et déséquilibrer leur rendement. Les intrants chimiques sont efficaces sur le rendement des
cultures et le développement d’agriculture intensive, mais leur utilisation abusive néfaste sur

I’environnement et la santé humaine.

La diversité des populations microbienne rhizosphérique plus précisément les microorganismes
bénéfiques a la rhizosphére est une proposition alternative et/ ou complémenter a 1'utilisation des
produits chimiques. Ces microorganismes bénéfiques conferent une lutte biologique des maladies
dont une résistance a un large spectre d’agent pathogénes, avec un impact minimal sur la croissance

et le rendement des cultures des céréales (Van Hulten et al., 2006).

11
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I1. les microorganismes bénéfiques a la rhizosphére en général

1- Généralité sur la rhizosphére

Hiltner en 1904 a définir le terme de « rhizospheére » (rhiza = racine, sphair = ce qui est autour) et
qui correspond au volume de sol influencé par activité racinaire (Hinsinger et al., 2009). La
rhizosphere est définie aujourd’hui comme étant le lieu d‘interaction entre le sol, la plante et les
microorganismes, cette zone d’interaction s’étend de quelques micrométres a plus de 2 mm en
dehors de la surface racinaire(Kennendy et Luna, 2004).Les microorganismes qui se trouvent dans
la rhizosphére sont des bactéries, des champignons, des protozoaires , des virus et des algues (Paul
et Clark,1996) .Par les quelles les plus bénéfiques : les rhizobactéries PGPR et les champignons

mychoriziens.

Selon Barea et al., (2005) il existe trois composantes distinctes reconnues dans la rhizosphere
(Figureb) :

1. La rhizosphere : qui est la zone du sol influencée par les racines grace a la libération de substrats

qui affectent ’activité microbienne.
2. La rhizoplan : qui est la surface de la racine, y compris les particules du sol adhérant fortement.

3. La racine elle-méme (endorhizosphere) : est une partie du systeme racinaire, parce que certains
micro-organismes endophytes sont capables de coloniser les tissus racinaires internes (Bowen et
Rovira, 1991).

Les composantes physico-chimiques et biologiques de la rhizosphere différent nettement de celles
d‘un sol cultivé et non cultivé (Morgan et al., 2005 ; Cregut, 2009). Ainsi, les racines, par leur
activité modifient directement ou indirectement les propriétés physico-chimiques mais aussi
biologiques du sol environnant. Les différents mécanismes de ces interactions complexes sont

souvent résumés sous le terme « d’effet rhizosphérique » (Lemanceau et al., 1998).

12
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Figure 5 : Représentation schématique des zones de la rhizospheére (Lepnay, 2015).

1.1. Activité de la rhizosphére
1.1.1. Activiteés liées aux racines des plantes

Des phénomenes écologiques particuliers se produisent au niveau de la rhizosphere. En effet, les
racines liberent beaucoup de matiéres organiques sous forme de mucilage, des exsudats et plus de
40% des produits de photosynthese passent au niveau du systeme racinaire (Soufiane, 1989).
L’exsudation ; ce terme souvent employé abusivement comme synonyme de rhizodéposition. Elle
désigne en fait la diffusion passive hors des cellules de composés solubles de faible poids
moléculaires, par exemple des sucres ou des acides aminés, qui sont rapidement métabolises par les

microorganismes (Davet, 1996 ; Anouar, 2012).

Dans le cas des rhizobactéries, les exsudats racinaires représentent un élément clé dans les
échanges entre la plante et les PGPR, dont la densité et la diversité microbienne au tour des racines
est en liaison directe avec la nature et la quantité des exsudats racinaires, cette influence se

manifeste par une modification de la croissance de la plante (Lemanceau, 1992).
13
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1.1.2. Activités liées aux microorganismes

La rhizosphéere est constituée d'un ensemble de microorganismes, elle comprend des bactéries,
des champignons, des protozoaires et des virus. Ces microorganismes jouent un réle primordial dans
les cycles biogéochimiques du carbone, de I’azote et d’autres éléments, leur distribution est
hétérogéne et dépend des facteurs nutritionnels et des facteurs physico-chimiques (Prescottet al.
2003).

De nombreuses symbioses et synergies sont observées entre plantes, bactéries et champignons
du sol (Hinsinger et al., 1996). Les interactions entre les bactéries et les plantes sont dynamiques et

complexes, elles peuvent étre classées en trois catégories :

-Neutre : qui n'a aucun effet visible sur la croissance et la physiologie de la plante (Beattie,
2006).

- Neégatif : qui influence sur la croissance et la physiologie de la plante tel que les
phytopathogenes (Beattie, 2006).

-Positif : qui stimulent la croissance des plantes par la production d’hormones et d’autres
élements favorisant directement la croissance de la plante ou indirectement par la production de
substances capables de supprimer ou ralentir la croissance et le développement des agents
phytopathogenes (Whipps, 2001 ; Beattie, 2006).

Les bactéries sont les microorganismes les plus abondants et métaboliqguement les plus actifs.
La concentration bactérienne dans la rhizosphére est de 1021000 fois supérieure a celle du sol. Pour
maintenir leurs effets bénéfiques dans la rhizosphere, les bactéries doivent étre performantes et
compétitives pour I’espace et les nutriments vis-a-vis de la microflore native (Goudaa et al., 2018).
Les mycétes sont également présents dans le sol. Leurs activités métaboliques sont multiples et

fondamentales a 1‘équilibre écologique des sols (Noumeur, 2008).

La répartition des bactéries dans la rhizosphere selon les compartiments de la plante qu'ils

occupent, on distingue :

14
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X/
°e

Les bactéries vivant dans le sol pres des racines (rhizosphere), utilisant des métabolites libérés

par les racines comme sources de carbone et d’azote pour leur croissance.
% Bactéries colonisant la rhizoplan (surface radiculaire).

% Les bactéries qui résident dans les tissus des racines, qui habitent les espaces entre les cellules

corticales (endophytes).

% Des bactéries vivant a l'intérieur des cellules dans les structures profondes spécialisées (les

nodules : bactéries fixatrices d’azote) (Gray et Smith, 2005).
1.3. Les microorganismes bénéfiques a la rhizosphere :

La rhizosphére est colonisée naturellement par des bactéries bénéefiques telles que les
rhizobactéries et des champignons bénefiques comme les champignons mychoriziens a arbuscules

(CMA) qui améliorent le développement des végétaux (Lugtenberg et al., 2013).

Prés de 5% des rhizobactéries favorisent la croissance des plantes et les protégent contre les
agents pathogenes (Suslow, 1982 ; Beauchamp, 1993). Ainsi que les CMA intervient dans
I’amélioration des rendements des plantes, ’augmentation de I’absorption des éléments nutritifs

(Sahraoui et al., 2013).
2.1. Champignons bénéfiques

Les champignons sont lI'une des composantes majeures de I'ensemble des organismes vivants des
sols. Parmi ces champignons qu’ils sont bénéfiques aux rhizosphéres sont des mycorhizes, qui
entretiennent des relations tres intimes avec la plante. lls apportent a la plante des éléments nutritifs,
essentiellement le phosphore, utiles a sa croissance, et d’autre part ils renforcent ses défenses

naturelles vis-a-vis de stress d’origine biotique ou abiotique.

Les associations symbiotiques plante-champignon étant les plus répandues dans les écosystémes
terrestres (Smith et Read, 2008). Cette association mutualiste est caractérisée par un échange
bidirectionnel généralement bénéfique pour la plante photosynthétique que pour le champignon

(Jakobsen, 1999). Parmi ces interactions, les plus fréquentes sont celles qui intéressent plus de 90%
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des plantes terrestres (Sanders et al., 1996), qui font intervenir un groupe de champignons de la
classe des Glomeromycétes : ce sont les Champignons Mycorhiziens a Arbuscules. Ils constituent le
principal groupe de champignons mycorhiziens car ils sont capables de coloniser la majorité des
familles de plantes, Particulierement les plantes a valeurs économiques importantes (Demars et
Broener, 1995).

On distingue d’autres types des champignons mycorhiziens :

-Les ectendomycorhizes: présentent a la fois les caractéres structurales desectomycorhizes et des
endomycorhizes, par la présence du manteau mycélien et ledéveloppement d’hyphes inter et

intracellulaires

- les ectomycorhizes: sont des champignons qui se développent essentiellement autour de la racine,

sans jamais entrer a I’intérieur de ces dernieres.(Mosse, 1973 ;Smith et Read, 2008) .
2.2. Les bactéries bénéefiques

Plusieurs chercheurs ont identifiés des bactéries du sol possédant des propriétés bénéfiques pour
les plantes tant pour leur croissance que pour leur sante. Ils ont regroupés ces bactéries sous le nom
de PGPR (Plant-Growth-Promoting-Rhizobacteria). Les PGPR sont retrouveés dans la rhizosphere, a
la surface des racines ou encore en association avec les racines di a a richesse des nutriments
disponibles (Ahmad., 2008).

Les PGPR peuvent influencer la croissance des plantes de facon directe ou indirecte (Figure6).
Les mécanismes impliqués directement sont la sécrétion d'hormones (auxines, gibberellines,
cytokinines, Acide indole acétique(AlA)...etc.) ou en facilitant I'absorption de nutriments (fixation
d'azote, solubilisation de phosphate ou de potassium et synthése de sidérophores). Indirectement, les
PGPR vont aider la croissance des plantes via la sécrétion d'antibiotiques ou d'enzymes limitant les
phytopathogenes (Glick et al.,2007).

Plusieurs souches bactériennes ont été identifiées comme étant PGPR, notamment des bactéries
appartenant aux genres Bacillus,Azospirillum, Enterobacter, Klebsiella, Pseudomonas, Rhizobium,

Bradyrhizobium, Azorhizobium, Allorhizobium, Sinorhizobium et Mesorhizobium, qu’ilsont la
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capacité de fixer 1’azote et de produire et améliorer I’absorbtion d’autres éléments nutritifs
importants a la plante (Hayat et al., 2010). Arthrobacter,Microbacterium, Curtobacterium,
Paenibacillus, Burkholderia, Acidovorax, Caulobacter, et Sphingomonas, ces genres sont connus
pour étre fortement tolérants aux métaux (Mengoni et al., 2001 ; Abou-Shanab et al., 2003, 2007 .,
Oline, 2006 ., Pal et al., 2007 ; Rajkumar et Freitas, 2008 ., Turgay et al., 2011).

Assimilation des minéraux | : A

I Production de sidérophores

Fixation de nitrogéne

Résistance systémique

Promotion de la croissance ; % s
Production d’antibiotiques

Mecanismes directs
-
Mecanismes indirects

“olonisation (o . ;
Colo on des - =7 Y= ‘|  Production d’enzymes

& (4 / Iytiques

-

racines

Colonisation des racines —T TN Rhizobactérie

Figure 6 : Représentation schématique des mécanismes d’action directe et indirecte employés par les PGPR

(Ngoma et al., 2012).
2. La lutte biologique en agriculture avec les microorganismes

L’agriculture est affectée par des stress biotiques et abiotiques, qui diminuent le rendement et
engendrent un revenu faible.

Les produits agricoles doivent étre obtenus sans utilisation de produits chimiques de synthese. Pour
répandre ou cette exigence, la lutte biologique par I’intervention des microorganismes qui semblent
une meilleure méthode alternative proposée pour assurer une protection phytosanitaire performante,
et amélioration de rendement agricole par laréduction ou suppression des especes considérées

comme nuisibles (des pathogenes) (Choudhary et al., 2009).
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Plusieurs microorganismes bénéfiques ont été utilisés dans le controle des maladies
phytopathogenes (Errakhi, 2008), entre autres les bactéries PGPR et les champignons mycorhiziens.
Ils ont la possibilité de stimuler les défenses des plantes, ce qui provoque une résistance systémique
chez elles, produisent des composés stimulant leur croissance, accélérent I’émergence des graines et
induisent une floraison précoce. lls peuvent apporter plusieurs avantages aux plantes, leurs effets
significatifs ont été observés sur diverses cultures agricoles, y compris les céréales et d’autres
espéces de plantes importantes.

I11) les microorganismes bénéfiques a la rhizosphere des céréales

Les nouveaux procédés biotechnologiques de reproduction ou de multiplication des céréales par la
méthode d’inoculation des plantes par les microorganismes bénéfiques tels que les champignons
endomycorhiziens et les PGPR. Ces microorganismes permettent a la plante de mieux croitre
(biostimulation) et/ou se défendre contre les agents pathogenes (biocontrole).

1. Les champignons mycorhiziens arbusculaires « endomycorhizes »

Les mycorhizes sont des associations symbiotiques entre des champignons du sol et les racines des
plantes. Le principal fondement physiologique de cette symbiose est un partage bidirectionnel
d'éléments nutritifs. La plante fournit au champignon des composés carbonés produits par la
photosynthése et en retour, le champignon approvisionne la plante en éléments minéraux et en eau
provenant du substrat (Hodge et al., 2010 ; Hopkins, 2003 ; Smith et Read, 2008).

Les champignons les plus abondants dans les sols cultivés et au niveau de la rhizosphére des
céréales sont les champignons mycorhiziens a arbuscules (CMA). Ils constituent 5 a 50 % de la
biomasse microbienne des sols (Olsson et al., 1999).

Les endo-mycorhizogénes sont des champignons appartenant au groupe des Glomeromyceétes. Ils
sont capables de coloniser les racines de tres nombreuses espéces vegétales, comme les céreales.
Ces champignons sont incapables de se développer dans le sol, en absence des racines d’une plante-
hote. Le tube germinatif, provenant de la germination de la spore fongique, adhére a la racine puis y
pénétre pour former un réseau d’hyphes intracellulaires qui forment ce que 1’on appelle des
arbuscules. Ces arbuscules, ou la membrane plasmique de la cellule végétale est au contact de la
membrane du champignon, constituent une grande surface d’échanges entre la racine et le
champignon. A partir de la racine mycorhizée, le champignon développe dans le sol un dense réseau

d’hyphes, qui contribuent a augmenter considérablement le volume de sol exploré par les racines de
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la plante. Ce ne sont pas uniquement des éléments minéraux mais aussi des ressources hydriques qui
sont mis & la disposition de la plante via ce réseau. C’est pourquoi les champignons mycorhizogénes
contribuent a aider la culture céréales a résister a des stress abiotiques et biotiques. 1ls peuvent aussi
jouer un réle protecteur face aux bio-agresseurs racinaires (Brito et al., 2008) car les changements
architecturaux et biochimiques au niveau des racines peuvent repousser les attaques de pathogenes
(Lewandowski et al., 2013). La plante sera aussi plus tolérante & de nombreux stress car le
champignon forme en quelque sorte une premiere barriere qui protége les racines. Aussi pourra
mieux résister aux conditions de sécheresse et étre tolérantes aux variations de températures, pH,
salinités (Ben Khaled et al., 2003) ou encore aux métaux toxiques (Brito et al., 2008).

Les champignons mycorhiziens conférent plusieurs avantages a la plante, Parmi les : la protection
contre les pathogenes et I’absorption des ¢léments nutritifs.
1.1. La protection contre les pathogenes

La colonisation des racines par des champignons mycorhiziens a arbuscule peut conduire a la
protection des plantes contre une large gamme de pathogenes racinaires (Hayek, 2012),
principalement contre les champignons et les nématodes qui attaquent les racines des plantes (Dalpe,
2005 ; Helgason et Fitter, 2005 ; Dalpé, 2006 ; Fortin et al., 2008), c’est le cas chez les plantes
céréalieres. La symbiose peut réduire l'incidence et la gravité des maladies causées par différents
agents pathogénes des racines (Dehne et Schonbeck, 1979 ; Dehne, 1982 ; Benhamou et al., 1994 ;
Cordier et al., 1998 ; Yao et al., 2003 ; Li et al., 2006).

Le développement de mycorhizes a arbuscule réduit constamment le developpement des
maladies causées aux racines par un nombre important d'agents pathogénes présents dans la
rhizospheére. Les effets les plus fréquemment rapportés concernent la réduction de :

- L’incidence et/ou de la gravité de la pourriture des racines ou du flétrissement causé par des
champignons pathogenes tels que Rhizoctonia, Fusarium ou Verticillium .
- La pourriture des racines causée par des Omycetes comme les Phytophthora, Pythium ou
Aphanomyces.
- Les effets néfastes causes par les nématodes parasites comme Pratylenchus ou Meloidogyne.

La mycorhization entraine la plante dans un état actif d'immunisation qui lui permet d'étre plus
efficace dans ses réponses aux attaques des pathogenes (Ismail et Hijri, 2012 ; Jung et al., 2012).

Finalement, il a aussi été montré que certains champignons mycorhiziens, comme Glomus
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irregulare, peuvent contréler la croissance des champignons pathogénes et réduire leur production
de mycotoxine (Ismail et al., 2013).

1.2. L'absorption d'éléments nutritifs

Les mycorhizes contribuent a ’absorption des éléments nutritifs par les plantes, particulierement du
phosphore, qui est un élément nutritif indispensable a la croissance des plantes. Il s’agit donc d’un
avantage nutritif tres significatif pour le développement des végétaux.

Les mycorhizes permettent a la plante de bénéficier d'une meilleure absorption du phosphore grace
au réseau d'hyphes du champignon qui colonisent le sol et qui offrent une plus grande surface
d'absorption avec le substrat (Hopkins, 2003 ; Finlay, 2004 ; Helgason et Fitter, 2005 ; Plenchette et
al., 2005). Certains hyphes peuvent se développer a plus de 10 centimétres de la surface de la racine.
Cette taille est prés de 100 fois supérieure a celle des poils absorbants des racines (Grant et al.,
2005). Le réseau d'hyphes s'étend donc au-dela de la zone d'appauvrissement de phosphore
biodisponible qui se forme rapidement autour des racines (Figure7), ce qui permet a la plante
d'accéder a un plus grand réservoir de phosphore (Helgason et Fitter, 2005 ; Plenchette et al., 2005 ;
Smith et Smith, 2012 ; Zimmerman et al., 2009).

Figure 7 : Impact des mycorhizes sur l'absorption des éléments minéraux des plantes (Roy-Bolduc
et Hijri, 2010)

20



Chapitre | synthése bibliographique

Les mycorhizes permettent aussi d’améliorer la solubilisation du phosphore dans le sol. En effet,
les champignons mycorhiziens interagissent avec les microorganismes de la rhizosphere et
favorisent le développement de bactéries qui sécrétent des acides organiques chargés de solubiliser
le phosphore (Barea et al., 2002). Dans des sols de pH neutre ou calcaire, les champignons
mycorhiziens peuvent acidifier le sol grace aux acides organiques, favorisant ainsi la solubilisation
du phosphore. Dans un sol acide, les champignons mycorhiziens peuvent excréter des agents
chélateurs qui libérent le phosphore des molécules de fer et d'aluminium du sol. Aussi, certaines
études affirment que les champignons mycorhiziens peuvent produire desphosphatases, des enzymes

permettant de mobiliser le nutriment a partir de sources biologiques (Grant et al., 2005).

D’un point de vue écologique, la symbiose a plusieurs avantages car en conséquence de ce qui est
dit précédemment, peut réduire les apports d’engrais (estimé a 30 %), de produits phytosanitaires et

limiter 1’érosion.

2. Les rhizobactéries promotrices de la croissance des plantes (PGPR, Plant Growth-
Promoting Rhizobacteria)

Les rhizobactéeries PGPR représentent de 2 a 5% de la totalite des rhizobactéries et exercent un
effet bénéfique sur la croissance des plantes (Antoun et Kloepper, 2001), la fixation de 1’azote
moléculaire (N?), la dissolution ou la chélation de diverses substances nutritives minérales et la
solubilisation du phosphore insoluble (P) (Gupta et al., 2000 ; Podile et Kishore, 2006). Ce sont
aussi des microorganismes ayant la faculté de produire ou de changer la concentration des
régulateurs de croissance tels que les cytokinines, et 1’éthyléne ainsi que la production d’auxine qui
modifie la croissance racinaire, la production d’exo-polysaccharides qui diminue 1’effet des stress
chimiques ou hydriques .... ect, peuvent aussi concerner des échanges de signaux moléculaires
(Berge, 2011). Khakipour et al., (2008) considérent que la lutte biologique contre des maladies des
plantes particuliérement qui touchent les céréales par I’intervention de ces microorganismes, qu’ils
sont capables de produire des hormones (Cattelan et al.,1999).

A titre d’exemple, dans une variété de blé, les rhizobactéries PGPR présentent différents
mécanismes d’action sur la plante (Figure 8). Certaines de ces bactéries ou niveau de la rhizosphere
de blé ont des effets phytobénéfiques directs (Venieraki et al., 2011), via la réduction de I’azote

atmosphérique N2 en ammoniaque NH3. Cette fixation de ’azote s’effectue a I’état libre (Behl et
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al., 2012). L’inoculation de ces micoorganismes peut permettre d’augmenter le rendement du blé
(Behl et al., 2012 ; Neiverth et al., 2014). Leur diversité et leur activité varient selon le cultivar
(Manske et al., 2000 ; Venieraki et al., 2011). Des effets positifs des PGPR sur la disponibilité du

phosphore dans la rhizosphére sont également connus (Vacheron et al., 2013).

PHYTOSTIMULATION PHYTOPROTECTION
L Stimulation des défenses\
P v
~VaD Nitrate L e

Fixation libre de I’azote

Solubilisation du phosphore Antimicroblens Phytopathogénes

- N aytopatnonen :

~a ~a> %‘ i
~ap * i
\ ‘_,0 Production de /
phytohormones

Figure 8 : Modes d’action des rhizobactéries bénéfiques, qui conduisent a des effets dephytostimulation

ou de phytoprotection du blé (Vacheron et al., 2013).

Les bactéries appartenant au genre Azospirillum, Bacillus et Pseudomonas sont les PGPR
prédominantes dans la rhizosphére des céréales (Podile, 2010).
a. Le genre Azospirillum

Azospirillum est une bactérie mobile, a Gram négative, de genre de bactérie qui colonise les
racines des Poacées, notamment des cultures importantes comme le blé, le mais, le riz et d’autres
plantes. Cette bactérie a la capacité de stimuler la croissance des racines en forme de tige de 1mm de
diametre (Mostajeran et al., 2007). Elles peuvent établir une symbiose associative avec les céréales
(Bashan et al., 2004).

Elle est capable de fixer l'azote et convertir ’azote atmosphérique en ammoniaque grace a
I’action de la nitrogénase. De plus la production des hormones de croissance, 1’acide indole-3
acétique, l'acide gibbérellique, les cytokinines ainsi que des vitamines qui favorisent I’augmentation
de la surface et de la mati¢re seche des racines, entrainant une augmentation de I’absorption de 1’eau
et des minéraux. Ce qui favorise la croissance et le rendement des cultures (Hamaoui et al.,2001 ;
Andrew et al.,2012).
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L’un des principales espéces d'Azospirillum étudiees Azospirillum brasilense. Chez le blé suite aux
effets de stimulation bactérienne du développement du systéme racinaire 1’amélioration et
I’acquisition de 1’eau et des nutriments minéraux (Creus et al., 2004 ; Behl et al., 2012).
Azospirillum brasilense produit via la voie de transduction de I’auxine oxyde nitrique, qui stimule la
ramification du systéme racinaire (élongation des poils racinaires) (Combes-Meynet et al., 2011 ;
Vacheron et al., 2013, 2017).

b. Le genre Pseudomonas

Les Pseudomonas sont des bactéries aérobies a Gram négative, les plus étudiées (les
Pseudomonas fluorescentes), elles sont classées comme étant les meilleur candidats PGPR (Saharan
et Nohra, 2011). Elles sont également en mesure de coloniser les racines des racines de diverse
plantes cultivés, y compris les graminées (les céréales) (Schloter et al., 1997 ; Yanni et al., 2001 ;
Alikhani et al., 2006).

Les Pseudomonas spp. Fluorescents sont des phytostimulateurs de la croissance de nombreuses
plantes parmi eux blé, orge, mais... (Kloepper etSchroth, 1978 ; Latour et al., 1996 ; Benchabane,
2005). Elles sont utilisées comme agents de biocontrdle d’un grand nombre de microorganismes
pathogénes "phytoprotectrices”, peuvent inhiber les phytopathogenes par la production
d’antibiotiques (Raaijmakers et al., 2002). Parmi les antibiotiques, le plus étudié est le 2,4-
diacétylphloroglucinol (DAPG) (Haas et Defago 2005 ; Weller et al., 2007). Elles ont la capacité de
solubiliser le phosphore organique par I'action de phosphatase, ou le phosphore inorganique par la
libération d'acides organiques (Lugtenbe et al., 2013). Les acides libéres par cette bactérie agissent
comme de bons chélateurs des ions Ca 2* bivalents qui suivent la libération de phosphates a partir de
composes insolubles (Rodriguez et Fraga, 1999 ; Patel et al., 2015).

Au cours des dernieres années, les pucerons noir russes du blé issu de Russie sont devenus une
menace serieuse pour la production de blé au Pakistan, les agriculteurs font 1’appelle a ’utilisation
des PGPR précisément les souches ’Pseudomonas’ pour réduire la population des pucerons. Ces
bactéries sont également utilisées comme biofertilisants inoculants, ils ont des effets directs et
indirects sur la résistance des insectes ravageurs et la suppression des agents pathogenes par la
production de sidérophores et de métabolites antimicrobiens.

C. Le genre Bacillus
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Les Bacillus forment un genre de bactéries a Gram positive. Il s’agit d’une bactérie sporulée, elles
colonisent le systéme racinaire des plantes (EPA, 2003). C’est le genre le plus abondant dans la
rhizosphére. L’activité PGPR de certaines de cette bactérie a été connue depuis plusieurs années
(Probanza et al., 2002). Elles sont potentiellement utiles comme agents de lutte biologique
(Nagorska et al., 2007) et capables de solubiliser le phosphate, produire les sidérophores et I’AIA,
(Charest et al., 2005). Cette phytohormone fonctionne comme une molécule signal importante dans
la régulation du développement des plantes. Les poids des tiges et des racines des plantes de blé sont
influencés positivement par I'ajout de I'AlA (Narula et al., 2006).

B.amyloliquefaciens et B.subtilis sont décrits comme producteurs d'une grande variété
d'antibiotiques antibactériens et antifongiques, y compris la subtiline, la bacillisine et
I'émicobacilline ( Leclere et al., 2005 ; Chang et al., 2007 ). Bacillus possede une grande activité
dans le contrdle biologique de maladies liées aux céréales. Le champignon toxigéne Fusarium est
I'un des genres significatifs associes au mais. Certains PGPR tels que Bacillus amyloliquefaciens ont
pu protéger le mais contre Fusarium verticillioides lorsqu'ils étaient appliqués sous forme
d'enrobages de semences (Pereira et al., 2011). Fait intéressant, certaines especes de PGPR semblent
favoriser la croissance des plantes en agissant a la fois comme biofertilisants et comme agents de
lutte biologique. Par exemple, des souches de B. cepacia ont été observées avec des caractéristiques
de lutte biologique contre Fusarium spp. Simultanément, ils peuvent également stimuler la
croissance du mais dans des conditions pauvres en fer via la production de sidérophores (Bevivino et
al., 1998).
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Introduction

Vu la situation sanitaire liée aux préventions continuelles contre le Covid-19, les opportunités de
faire des expérimentations sont réduites surtout aux niveaux d’instituts externes. A cet effet, et
pour concrétiser un peu l’aspect bibliographique de notre théme, nous avons opté pour une

recherche expérimentale ou nous avons visé surtout le protocole utilisé pour :

- Isoler et purifier les souches PGPR de genre Enterobacter,Enterobacter asburiae,

Paenibacillus glucanolyticus et Serratia sp.

- Tester I’activité antifongique des bactéries PGPR sur deux isolats Fusarium : Fusarium

culmorum et Fusarium pseudograminiarum.
- Stimuler la rhizosphere des variétés de blé dur.
Cette recherche a été tirée de I’article intitulé « L’effet d’inoculation des PGPR sur les
variétés de croissance de Blé dur » réalisé par : Sebihi F.Z, Saoudi M, Derouiche F,
Bendjemana K., Benguedouar A, Benhizia Y, et Sanchez J en 2020 (Annexe).

Pour les besoins de notre travail bibliographique, nous avons sélectionné quelques essais qui

visent :

- L’effet des microorganismes étudiés, qui sont les bactéries PGPR, isolés d’une
rhizospheére de blé d’une région de I’est d’Algérie, dans la wilaya de Constantine,
- L’évaluation du potentiel des PGPR sur cinq variétés de blé dur : effet protecteur (par

action antagoniste) et stimulateur de la croissance.
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1- Isolement des bactéries PGPR

Les isolements ont été effectués a partir du sol de la rhizosphére d’une culture de blé dur dans

la région de Constantine.

L’isolement des onze bactéries rhizosphériques a été obtenu par le procédé suspension-dilution.
Les isolats ont été isolés a partir de 1g de sol en suspension dans un tube contenant 9 ml d’eau
physiologique stérile. Une série de dilutions a été réalisée, et a partir de ces suspensions, 0,1ml
de chaque dilution a été distribuée sur le milieu de culture Gélose Plat (PCA) contenant :
Glucose 1g/l, Tryptone 5g/l, extrait de levure 2,59/l et Agar 12g/l avec un pH 7,0+ 0,2. Les
isolats purifiés ont été retenus dans la gélose nutritionnelle a glycérol ajouté (50 %) a -20°C.

Par la suite, ils ont fait I’identification des bactéries PGPR avec analyse moléculaire pour

chercher leur genre.
2- Effet antagoniste des PGPR

Ce test est effectu¢ pour vérifier I’existence d’une éventuelle action inhibitrice des isolats
bactériennes vis-a- vis deux isolats phytopathogénes Fusarium culmurum et Fusarium
pseudograminiarum (Sebihi et al., 2016). Le teste est réalisé sur le milieu de culture solide
(PDA) selon la méthode décrite par Vincent et al., (1991). Les isolats PGPR sélectionnés sont
¢talés sur une moiti€ d’une boite pétri gélosé, alors qu’un disque fongique de 4 mm provenant
d’une culture de 5 jours est placé dans la direction opposée sur I’autre moitié. Aprés une
incubation de 7 jours a 28 °C, les résultats sont rapportés en ce qui concerne la croissance du

mycélium dans les boites témoins (Hariprasad et al., 2009).

La réduction du diametre des colonies mycéliennes des champignons pathogenes en présence

des isolats comparés au témoin non inoculé indique la présence d’une activée antagoniste.

Le pourcentage d’inhibition par le pathogene est calculé selon la formule suivante :
I=[(T-C)/T] X 100

I : pourcentage d’inhibition fongique testé (%).

T : Diamétre moyen du mycélium dans le boitier de contréle (mm).

C : Diametre moyen du mycélium dans les boites inoculées par des bactéries (mm).
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3- Stimulation de la croissance du blé :

Des isolats ont été testés pour stimuler la croissance des variétés de blé dur par I’action des
onze isolats bactériens, les variétés WAHA, SIMETO, GTE, HIDHAB et CIRTA ont été
utilisées. A cet effet, les graines de chaque variété sont stérilisées a la surface, puis placées dans

des boites de Pétri pour germer.

-Le sol a été stérilisé conformément au protocole de Chao et al., (1986), puis divisé en pots en

plastique préalablement désinfectés par I’éthanol.
-Les isolats bactériens sont cultivés sur du bouillon nutritif pendant 24 heures.

-Trois graines germées ont été semées en pot, puis inoculées par 2 ml de la suspension

bactérienne pour chaque graine.
-Les témoins ont été traités avec de 1’eau distillée stérile.

-Les plants de blé ont été mis en culture pendant 45 jours dans phytotron (une chambre de
croissance) avec des tempeératures quotidiennes/nocturnes moyennes (jour /t nuit) de 26 °C et de
16 °C respectivement, et une photopériode de 16 heures. Les paramétres mesurés sont la hauteur

de la plante et la longueur des racines de chaque plante.
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1- L’isolement et identification des bactéries PGPR

L’identification bactériologique et moléculaire des onze isolats bactériens PGPR isolés de la
rhizosphére du blé ont montré leur appartenance aux genres Enterobactersp, Enterobacter
asburiae, Paenibacillus sp et Serratia sp, avec une similitude moléculaire de 98 a 99% avec les

souches de référence (Tabl 4).

Tableau4 : Identification des isolats bactériens

Isolats Taxon Similitude % Souches de réference

El Enterobacter sp 99% Enterobacter sp. PR5

E2 Enterobacter sp 99% Enterobacter sp. PR5

E3 Enterobacter sp 99% Enterobacter sp. B-8

E4 Enterobacter asburiae 98% E. asburiae strain M-T-
MRS_71

E5 Enterobacter sp 98% Enterobacter sp. WXBRN3

E6 Enterobacter sp 98% Enterobacter sp. CTSP4

E7 Enterobacter asburiae 98% Enterobacter sp. WXBRN3

E8 Enterobacter sp 98% E. asburiae strain R2-143

E9 Enterobacter sp 99% Enterobacter sp. WXBRN3

Pgl Paenibacillus glucanolyticus [98% P. glucanolyticus strain
NBRC15330

S1 Serratia sp 99% Serratia sp. OM17

Les bactéries a Gram négative, de forme coccobacille, anaérobies facultatif avec des flagellesappartient
au genre Enterobacter. les bactéries a Gram positif de forme batonnet , anaérobies facultatif

avec endospores (jaune vif pour une densité élevée) sont de genre Paenibacillus .Les bacteries
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Serratia sont des batonnets Gram négatif, aérobies facultatives, possédent des flagelles et un
pigment rouge a rose(Grimont et Grimont,1992;VVanHoudt et al., 2007).

A partir de ces résultats nous avons mis en évidence trois genres bactériens qui peuvent

appartenir aux types des bactéries PGPR.
2- Effet antagoniste des PGPR

L'activité inhibitrice des isolats a été sur le milieu PDA envers de deux agents pathogeénes du
blé, Fusarium culmorum et Fusarium pseudograminearum a fournir des résultats suivantes
(Figure9) :

Tous les isolats ont eu un pouvoir inhibiteur dans Fusarium pseudograminearum, avec un
indice d'inhibition atteignant la gamme de [11,56-45,33], donc l'indice d'inhibition maximal de
Fusarium pseudograminearum a été observé dans l'isolat E5, I’indice minimal observé dans
I’isolat E1. Les isolats n’avaient pas la méme puissance d’inhibition de Fusarium culmorum. Un
indice d’inhibition maximal de 31,37 % a été observé pour I’isolat E7. Les isolats E3 et E4

presque n’ont aucune puissance inhibitrice contre Fusarium culmorum.

Ce travail nous a permet de mettre en évidence I’inhibition directe de la croissance des agents
pathogénes ce qu’en appelle I’effet antagoniste, par I’utilisation des PGPR dans ce cas Fusarium
culmorum et Fusarium pseudograminiarum. Cela indique que la présence des PGPR dans la
rhizosphére a un effet bénéfique car elles peuvent constituer un moyen de défense pour la plante,

ce qui va la protéger.
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Figure 9 : Indice d'inhibition isolé contre deux Fusarium
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3- Stimulation de la croissance du blé :

Le test de I'inoculation stimulation de la croissance des pousses de blé de différentes variétés
(par rapport aux témoins) ont montré les résultats suivants sur la hauteur de la plante et la

longueur de la racine (figures 10 et11).

- Pour le SIMETO : les 11 isolats testés ont montré un stimulus de croissance, et les isolats S1,
E9, E8, E1, E4, E6 et E7 ont promu une meilleure augmentation de la hauteur de la plante ainsi

que de la longueur leurs racines.

- Pour la variété CIRTA : S1, Pgl, E1, E3 et E4 isolats ont amélioré le développement de la
hauteur des plantes et de leur racine.

- Pour la variété HIDHAB : E1, E2, E6, E5 et E4 a montré une excellente croissance des semis.

- Pour la variété GTE : les E1, E4, S1 et E7 es isolats ont également le bon développement de la
plante.

- Enfin pour la variété WAHA : E2, E5, E9, E4, E7 et E8 a également prouvé I'évolution

évidente du plant de blé.

Les résultats nous ont  montrés une amélioration considérable des différents paramétres de
croissance tels que la longueur de la tige et la longueur des racines (par rapport au témoin
neutre), et difféerence substantielle de croissance entre les variétés de blé dur. Le genre

Enterobacter donne les résultats d’évolution trés claire sur la variété WAHA.
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Figure 10 : Effet de I'inoculation sur la hauteur de la tige des variétés.
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Figure 11 : Effet de l'inoculation sur la longueur des racines des variétés.

Donc les résultats correspondent aux données de la PGPR, L’inoculation de plantes cultivées
avec certaines souches de PGPR a un stade précoce de leur développement, améliore la
production de biomasse par des effets directs sur la croissance des racines et sur I’air (Saharan et
Nehra, 2011).

Finalement, les activités hétérogenes de promotion de la croissance des isolats, comme la
production de métabolites antifongiques, d’antibiotiques, d’enzymes, de production des
phytohormones, de production de HCN et de production de sidérophores sont des mécanismes
utilisés par les agents de lutte biologique pour contribuer a stimuler la croissance des variétés de
blé.
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Conclusion générale

Afin d’assurer une meilleure production des céréales, I’utilisation de microorganismes
bénéfiques dans la rhizosphére intervient comme alternative aux substances chimiques dans le
contrble biologique. Ces microorganismes naturellement présents dans les sols cultivés ont la
capacité d’étre utile pour améliorer les cultures des céréales et augmenter leur production.

Les microorganismes bénéfiques a la rhizosphére des céréales y a compris : les
rhizobactéries PGPR et les champignons mycorhiziens a arbuscule CMA. Ils ont un potentiel de
phytoprotection et phytostimulation.

Cette étude bibliographique montre que les microorganismes bénéfiques a la rhizosphere des
céréales les plus utilisés pour la culture des céréales sont les bactéries PGPR. Les travaux de ces
derni¢res années ont visé I’acquisition des connaissances relatives aux PGPR et a la plante.

Le travail expérimental, choisi pour matérialiser notre recherche bibliographique, a permis de
mettre en évidence, en premier lieu, les types bactériens PGPR bénéfiques pour la rhizosphere du
blé et en second lieu, certains avantages des bactéries PGPR du genre Enterobacter sp,
Enterobacter ashuriae, Paenibacillus glucanolyticus et Serratia sp, existantes dans la rhizosphere.

Les avantages apportés par les bactériens PGPR bénéfiques mis en évidence dans cette étude
sont :

e [’existence d’une activité antifongique exercée par les bactéries PGPR contre Fusarium
culmorumFusarium pseudograminearum, agent fusariens causant les fusarioses du blé.

e Une activité phytostimulante et phytoprotectrice, apportée par les bactéries PGPR,
appliquées sur des graines de blé, qui a amélioré considérablement les paramétres de
croissance morphologiques des cing variétés de blé testés.

Au terme de ce travail, il est a retenir que les microorganismes benéfiques a la rhizosphére des
céréales, entre autres les bactéries PGPR, montrent bien leur utilité en agriculture céréaliere, en
terme de lutte biologique et de biofertilisants, réduisant ainsi les effets néfastes des produits
chimiques couramment utilisés. Ces microorganismes, sont considérés ainsi importants pour la
résolution des contraintes liées a I’agriculture moderne et la rendant écologiquement saine.

A cet effet, il serait intéressant de développer des études biologiques et biotechnologiques sur ces
microorganismes pour pourvoir en tirer profit de leur fonctionnement naturel.

Nous espérons aussi, a travers notre travail bibliographique, pouvoir indiquer que les
microorganismes bénéfiques a la rhizosphére des céréales peuvent constituer une source
importante et intéressante pour une alternative vers des programmes intégrés de lutte biologique
et d’amélioration des rendements, dans une agriculture moderne, durable écologiquement saine
et protégeant les systemes d’équilibre biologiques de I’environnement.
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Abstract — The purpose of this work is to isolate PGP-effect rhizobacteria and to evaluate their potential for
durum wheat varieties. The isolation of the bacteria was done using the suspension-dilution process. Eleven
bacterial isolates were isolated from the rhizosphere of hard wheat. The latter were described by molecular
characterization, based on the sequencing of RNA 16s. Once established, these isolates were characterized
by their traits of growth promotion, such as biological control through the testing of the anti-fungal activity
which was performed to two species of Fusarium. The ability of stimulating growth of durum wheat varieties
was assessed in vivo. The molecular identification of eleven isolates showed 98-99 % of our isolates to
species of the following genera: Enterobacter, Enterobacter asburiae, Paenibacillus glucanolyticus and Serratia sp.
Research on the plant growth promoting traits in our isolates, showed that 80% of isolates have shown
positive results with qualitative and quantitative estimates of siderophores, as well as for solubilized
phosphate. All of our isolates showed a similar result with production of ammonium, cellulase, pectinase
and eight isolates released AIA at different concentrations; whereas only three isolates could release HCN,
and four isolates did not produce the protease. Similarly, direct inhibition of the growth of Fusariumsp
species was observed, with significant improvement in the different growth parameters of the durum wheat
varieties being studied. This research concluded that the findings obtained so far demonstrated that our
isolates have phytostimulative, and phytoprotective behaviors. The latter opens up the possibility of their
use in future laboratory studies in order to generate biofertilizer inoculants.

INTRODUCTION

The soil is the habitat or cohabit the roots of plants,
animals and microorganisms. As the rhizosphere is
a part of the soil, it is known to be a very complex
medium with intense microbial activity (Ameur,
2014).
Among microorganisms that lived in the soil, are
the bacteria associated with herbal roots or
rhizobactéries, which are usually very competitive
strains capable of having beneficial or deleterious
effects in plant growth and health (Kloepper, 1993).
The beneficial rhizobactories are a rather
heterogeneous bacterial flora that stimulates plant

development, known as PGPR (Plant Growth
Stimulating Rhizobacteria). Indeed, several
organisms are included in PGPR, affecting plant
growth by many mechanisms, whether direct or
indirect. They are capable of promoting plant
growth by increasing the acquisition of soil
elements, the production of phytohormones, and
the development of inductive resistance to plants
(Munees and Mulugeta, 2014), or by acting in the
biocontrol of plants, by reducing the deleterious
effects of plant pathogens, by synthesizing various
antibiotics and plant defensive siderophors (Fischer
et al., 2009; Kirdi, 2011; Glick, 2012).

In this context, this work was undertaken to
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isolate PGP impact rhizobactéries from the
rhizosphere of wheat and assess their ability on
wheat varieties.

MATERIALS AND METHODS

Isolation of PGPR bacteria

In order to find stimulating bacteria for plant
growth, a sampling was performed from
rhizospheric soil of a hard wheat crop from
Constantine region. Isolation was achieved by the
suspension-dilution process. This test consists of 1 g
suspended soil in a tube containing 9 ml of sterile
physiological water. A series of decimal dilutions
was produced, and from those suspensions, 0.1ml of
each dilution was distributed over the crop medium
Plat count agar (PCA) containing g / I: Glucose (1),
Tryptone (5), yeast extract (2.5), Agar (12) and pH
7.0+0.2. The purified isolates were retained in the
glycerol-added nutritional gelosis (50 %) to -20 °C.

Molecular characterization of isolates

Based on the sequencing of the 165 DNA, our
isolates have been characterized by a molecular
identification. For this the DNA extraction was
carried out according to the instructions of the
QIAGEN kit (DNeasy Blood and Tissue). The
amplification was performed in a volume of 25 uL
containing 5 uL. DNA, using two universal initials
27f (5'-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG- 3) and
1492r (5'-GGT TAC CTT GTT ACG ACT T-3')
according to Weisburg et al. 1991, the following
programs were: 5 sec at 94 °C initial disturbance
followed by 35 cycles (1 esc at 94 °C, 1 sec at 55 °C,
1sec at 72 °C), and a final extension to 72 °C for
7min.

Products of this amplification were subjected to
1% agarose gel electrophoresis, followed by
automated sequencing on DNA sequencer (Genetic
Analyser 3500, Applied Device, HITACHI). The
sequences obtained were then compared with those
of the NCBI  Blast-contig.  (http://
www.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), using the blast
software (Altschul et al., 1997).

Measurement of plant growth promotion activities

Production of siderophores: Based on the updated
method described by Pérez-Miranda et al., (2007),
the CAS medium (Chrome Azurol Sulfate) was used
for siderophores synthesis detection.

The isolates inoculated in liquid King B being
free from iron for 24 hours, followed by a spot

deposit of 10 uL of each bacterial culture on the
medium (CAS) suggested by Schwyn and Neilands,
(1987). This blue colored medium allows the
visualization of the development of siderophores,
through the creation of an orange halo around the
producing colony. The diameter of this halo is
calculated.

In order to quantify the siderophores formed by
these isolates, 100 uL of each bacterial suspension
were inoculated in 10 mL of King B, then incubated
48 hours at 30 °C. After the incubation, these
bacterial suspensions were centrifuged at 5000 g for
20 minutes. Only after 500 uL of supernatant had
been combined with 500 uL of the CAS solution, the
mixture was incubated to darkness for 30 minutes.
The color changes from blue to orange according to
the percentage of siderophores formed. The OD was
measured by spectrophotometry (Heyios to thermo
spectronic) at 630 nm. The percentage of
siderophores was determined using the following
formula (Gokan, 2010) :

%=(S,-S)/5,x100 ,with:

S;: DO of the CAS solution of intense blue
(control)

S.: DO of sample solution less blue to orange
according to intensity of production.

Phosphate solubilization: This test helps us to
determine the capacity of our isolates to solubilize
phosphates in the medium of Pikovskaya (PVK)
(Pikovskaya, 1948), this medium contains Ca,(PO,),
as the only source of phosphate.In this regard, the
isolates were placed as spots on the solid PVK
medium. After 10 days of incubation at 28 ° C, the
total diameter (halo diameter + colony diameter)
was measured. The solubilization halo diameter for
each isolate was determined by subtracting the
diameter of the colony from the total diameter.

For the quantitative estimate of phosphorus
solubilized by these isolates, 100 uL of each bacterial
culture has been inoculated into 5 mL of liquid PVK
medium. At the end of the 11-day incubation at 30
°C, crops were centrifuged at 1000 g for 20 min.
Based on the colorimetric method of John, (1970), 2
mL of supernagent have been blended to 8 mL in
reactionary solution (mix 1.5 g of ascorbic acid with
100 mL in a stock solution prepared as follows: 450
mL of 10N H,SO, and 100 mL of 5% Tartarate of
antimony and potassium were added small by little
in agitation to 300 mL of distilled water containing
20 g of (NH,), M070,,4H,0. The DO was read at
880 nm after 10 minutes. The intensity of the blue
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color is directly proportional to the concentration of
phosphates in the sample. A typical calibration
curve was developed with a KH,PO, solution.

Ammonium production: Based on the Capuccino
and Sherman process, (1992), NH3 production was
tested on peptone water. This test involves
inoculating 100 uL of bacterial culture in tubes
containing peptone water, and incubating at 30 °C
for 48 hours. The addition of 0.5 mL of the Nessler
reagent gives a yellow to brown color that indicates
the NH, production.

HCN Production: The production of hydrocyanic
acid (HCN) was searched according to the method
of Bakker and Schipperes, (1987). On a nutrient jelly
added glycine (4.4g/L), the isolates were sown by
streaks on the Petri-boxed jellyfish. A9 cm diameter,
Whatman N1 paper disk impregnated with a
sodium picrat solution (5%picric acid and 2%
anhydrous sodium carbonate) was placed at the
bottom of the box’s cover. It was covered with
parafilm paper and incubated at 30 °C/96 h. The
positive result is the transition from yellow to
brown orange in Whatman’s paper, showing the
volatile production of HCN.

Production of Acetic Indole Acid: AIA production
was conducted according to the method defined by
Brik et al., (1991) and updated by Ahmad et al.
(2008). It consisted of seeding 500 uL of a fresh
bacterial culture in tubes containing 5 mL of Luria
Bertani (LB) added 0.1% tryptophane. After
incubation at 30 °C/ 96h under agitation, a
colorimetric dosing was performed using Gorden
and Weber, (1951) methods. Crops were centrifuged
at 11000 g for 15 min to 4 °C. 2 mL of overlapping
was added 4 mL of Salkowski reagent (1 mL of 0.5
M FeCL, in 50% of HCLO,) and some drops of
ortho-phosphoric acid. The OD was estimated at
530 nm after 30 minutes of dark incubation at 28 °C.
AIA concentrations were calculated using a regular
AIA calibration curve (Fluka).

Enzyme production

Cellulase: Cellulase production was determined
using the method defined by Cattelan et al. (1999).
The isolates have been seeded on a nutrient gelosis
applied with 1 % CMC (Craboxyl Methyl Cellulose).
After incubation at 30 °C for 5 days, the boxes have
been filled with a red Congo solution (1% w / v) for
20 min and then with a washing with a NaCl 1N
solution. The creation of a light halo around the
colonies indicates a positive response.

Protease : The protease production was determined
by a clear halo developed in the round of the
colonies, rising on a skim milk agar, obtained by
mixing 1 g of Agar suspended in 50 mL of water
distilled with 5 g of skim milk in powder diluted in
50 mL of distilled water (Chaiharn et al., 2008)

Pectinase : Pectinase was found on nutritional agar
with 0.5% pectin. The seeded boxes were incubated
for 48 hours, then flooded with an iodine solution
for 30 minutes. The appearance of a clear halo in the
turn of the colonies indicates a positive reaction
(Delarras, 2014).

In vitro antifungal activity: The isolate inhibitory

action was assessed for two plant pathogens: Fus 1:

Fusarium culmurum and Fus7: Fusarium

pseudograminiarum (Sebihi et al., 2016). According to

the method described by Vincent et al., (1991), the
isolates were spread on half a box of PDA-

containing petri, while a 4 mm fungal disk from a 5-

day culture were placed, in the opposite direction,

on the other half. Following a 7-day incubation at 28

°C, the results were reported with respect to

mycelium growth in the control boxes (Hariprasad

et al., 2009).

The percentage of inhibition was calculated using
the following formula: I= [(T-C)/T] X 100 and

I: percentage of fungal inhibition tested (%).

T: Average diameter of mycelium in the control

box (mm).

C: Average diameter of mycelium in boxes

inoculated by bacteria (mm)

Stimulation of wheatgrowth: Isolates have been

tested to stimulate growth in the following wheat

varieties: WAHA, SIMETO, GTE, HIDHAB and

CIRTA.

In this regard, the following steps have been
taken:

- Seeds of each variety have been sterilized on the
surface, and then placed in petri dishes to
germinate.

- The soil was autoclaved according to the Chao et
al. protocol, 1986, and then divided into plastic
pots previously disinfected by ethanol.

- Bacterial isolates were cultivated on nutritious
broth for 24 hours.

- Three germ seeds were sown by pot, and then
inoculated by 2 mL of the bacterial suspension
for each seed.

- The witnesses were treated with sterile distilled
water.

The test was conducted for 45 days in a growing
chamber (phytotron) with average daily / nocturn
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temperatures of 26 °C and 16 °C, respectively, and
with a 16 hour lighting period. The height of the
plant and the root length of each plant were
retained.

Statistical analysis: The studied parameters were
analyzed by the software Xlstat pro 2012, thus an
analysis of the main components was performed to
evaluate these parameters

RESULTS

Molecular Identification: Molecular analysis was
performed by the partial sequence of RNA 16S gene,
and BLAST analysis was used for the search of some
similar homology with similar species existing in
data banks (GenBank), the results were represented
in Table 1.

Production of siderophores: The isolates showed
an orange halo on CAS solid media indicating the
production of steel fur with a maximum observed
for insulates: E2, E6, E3, Pg1, E1, E5 and S1 as well

as the production halo were between 19- 13 mm in
diameter, followed by insulation E7 and E9, with a
production halo between 11-10 mm. The E8
insulation showed a low 5 mm diameter
production, while the E4 insulation revealed no
colors on the CAS medium. As well the estimation
of the concentration of siderophores produced in
liquid medium, indicates that the first group of
isolates E2, Pgl, E3, and E1 produce goodly at an
interval of [94.05- 63.6], the second group includes
isolates S1, E6, E9, E5 and E7 which have shown
mean production at an interval of (40.6- 19.8), while
the two isolates E8 and E4 did not mark any
production (Table 2).

Solubilization of phosphates: After 10 days of
incubation, the isolates chosen have produced a
clear area around the colony, translating a
solubilization of Ca, (PO,),. Eight isolates deployed
a solubilization index in an interval of [3.2 - 4.75],
and two isolates solubilized phosphate with a
solubilization index that ranges from 1.8 to 2.25.The

Table 1. Identification of Bacterialisolatesbased on 16s DNA sequencing

Isolates Taxa Similarity % Species

E1l Enterobacter sp 99% Enterobacter sp. PR5

E2 Enterobacter sp 99% Enterobacter sp. PR5

E3 Enterobacter sp 99% Enterobacter sp. B-8

E4 Enterobacterasburiae 98% E. asburiae strain M-T-MRS_71
E5 Enterobacter sp 98% Enterobacter sp. WXBRN3

E6 Enterobactersp 98% Enterobacter sp. CTSP4

E7 Enterobacterasburiae 98% Enterobacter sp. WXBRN3

E8 Enterobactersp 98% E. asburiae strain R2-143

E9 Enterobactersp 99% Enterobacter sp. WXBRN3

Pgl Paenibacillusglucanolyticus 98% P. glucanolyticus strain NBRC15330
S1 Serratiasp 99% Serratia sp. OM17

Table 2. Phosphate, Siderophores, AIA, and NH3 production results.

TestsIsolates siderophores Phosphates AIA NH,
Production Solubilization Production in Production
@ Halo (mm) % Index [P] pug/mL ug/mL
E1l 14 63,57 0 152.34 30.13 +
E2 19 94,05 180.64 19.63 +
E3 15 74,95 4.75 316.18 17.88 +
E4 0 0,00 1.8 258.18 9.83 +
E5 13 48,17 317 109.82 14.75 +
E6 16 83,55 32 512.82 14.96 +
E7 11 19,76 35 43.00 11.04 +
E8 5 1,32 2.25 556.64 13.13 +
E9 10 26,81 32 180.27 13.88 +
Pgl 15 86,44 4 643.36 12.25 +
S1 13 40,59 4.25 575.00 10.83 +

(+) positive reaction, (-) negativereaction
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halo was absent in E1. With respect to the
quantitative estimate of liquid-solubilized
phosphates, isolates showed concentrations ranging
from 109.82 to 643.36 ug/ mL. Although there were
no solubilization halos around the E1 insulation
colony, on solid medium, the latter solubilized the
phosphate at an amount of 152,34 ug/mL, and,
conversely, the E7 insulation which revealed a
solubilization index of 3.5 did not solubilize
phosphate in the liquid environment with a limited
amount of 43 ug/MI (Table 2).

Ammonium Production: All our isolates presented
a yellow-brown precipitate that was formed
following the addition of the Nessler reagent on
bacterial suspension, showing the production of
ammonium (Table 2).

HCN Production: The change in the yellow color of
the filter paper that has been permeated with picric
acid in brown red indicates the HCN production.
This result was observed in only three isolates: E4,
E6, and S1 (Table 3).

Table 3. Results of the various enzymes production.

Isolates  Cellulase  Protease  Pectinase HCN
E1 + - +

E2 + + + -
E3 + + + -
E4 + + + +
E5 + + + -
E6 #: - + +
B7 + - & -
E8 # - * -
E9 + 4 + z
Pgl + + + -
S1 + + + +

(+) positive reaction, (-) negativereaction

AIA Production: The development of a pink color
following the addition of the Salkowski reagent on
LB medium, with additional tryptophane (1g/L),
revealed the ability of all of our isolates to produce
AlIA at concentrations that varied from 9.83 ug/mL
to 30.13 ug/mL (Table 2).

Enzyme production: The occurrence of clear release
zones around the colonies in the middle of the CMC
and in the middle of the pectin indicated the
production of cellulase, and pectinase by our
isolates. Protease activity was observed in seven
isolates on skim milk (Table 3).

Antifungal activity: The inhibitory activity of our

isolates towards two pathogens in wheat, Fusl,
Fusarium culmorum and Fus7, Fusarium
pseudograminearum, was reported in the following
results:

All of our isolates have had inhibitory power in
Fus?, with an inhibition index reaching the range of
[11.56-45.33], so the maximum Fus? inhibition index
has been observed in Isolate E5 (Figure 1).

50,00
45,00
40,00
35,00
30,00
25,00
20,00 =% inhibition F1

® %inhibition F7

15,00
10,00
5,00
0,00

El E2 E3 E4 E5 E6 E7 E8 E9 Pgl S1

Fig. 1. Isolates inhibition index against two Fusariums.

However, the isolates did not have the same
inhibiting power to Fusl. A maximum inhibition
index of 31.37 % was observed for isolate E7,
followed by isolate E5, E1 and E2 with an index
varying in the range of [24.31- 30.20], so an
inhibition mean with an index of [11.37- 14.51] was
observed for isolates E1, E9, E8, and Pgl. Isolates E3
and E4 have no inhibitory power against Fus1.

Principal Component Analysis (PCA)

On the basis of the results obtained and with the
objective of selecting the isolates performing, the
PCA was used to compare the PGP activities
expressed by the various isolates (Figure 2). PCA
has revealed numerous observations between the
activities (AIA, siderophores, phosphate
solubilization and Fus1 and Fus? inhibition) and the
isolates:

- Based on the matrix obtained, there was
avariability between the first and second
components (CP1, CP2) of 71.17 % and 13.83 %
respectively.

- Data analysis has revealed a negative correlation
between the antifungal activity towards Fusl
and Fus?7 and the production of AIA on one side,
and a positive correlation of the phosphates
solubilization on the other (axis 1). While the
siderophores production formed a positive
correlation with CAPaxis 2.

Regarding the behavior of the isolatesagainst the
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Fig. 2. CAP of activities generated by isolates

activities tested, three separate major groups were

identified:

- The first was represented by isolates: E1, E2, E3,
E4, E6, E8, Pgl, and S1 which solubilized the
phosphates.

- The second group consisted of the E7 isolate,
located opposite the first group, which showed a
predominantly low activity pattern.

- Finally, the last group was composed by the two
isolates E9 and E5 producing siderophores.

Stimulation of wheat growth:The test of inoculated
growth stimulation of sprouts of wheat of different
varieties (compared with controls) showed the
following results on plant height and length of root.

- For the SIMETO: the 11 isolates tested have
shown growth stimulus, and the isolates S1, E9,
E8, E1, E4, E6 and E7 have promoted a better
increase in plant height as well as the length of
their roots.

- For the CIRTA variety: S1, Pgl, E1, E3, and E4
isolates have improved the development of the
height of plants and their root.

- For the HIDHAB variety: E1, E2, E6, E5, and E4
showed excellent growth in seedlings.

- For the GTE variety: the E1, E4, S1 and E7
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Fig. 3. Inoculation effect on stem height of varieties.
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Fig. 4. Inoculation effect on roots length of the varieties.

isolates also have the proper plant development.

- Finally for the variety WAHA: E2, E5, E9, E4, E7
and E8 also proved the obvious evolution of the
wheat plants.

DISCUSSION

Our work has been done to isolate PGPR-bacterial
strains from the rhizosphere of wheat, and then to
explore their stimulating growth activities on five
hard wheat varieties. 11 bacterial isolates were
isolated and part of: seven isolates an Enterobacter
sp, two isolates an Enterobacter asburiae Sp, one
isolate of Paenibacillus sp, and one isolate from
Serratia sp.

In the rhizosphere PGPR were found at the
surface of the roots or in combination with the roots
due to the richness of available nutrients (Ahmad et
al., 2008). Several bacterial species have been
identified as PGPR because of numerous studies of
several plant species. Currently, PGPR contain a
large range of taxa, including Pseudomonas,
Azospirillum, Azotobacter, Klebsiella, Enterobacter,
Arthobacter, Burkholderia, Serratia, Bacillus and
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Paenibacillus (Lucy et al., 2004; Kloepper et al., 2004;
Hayat et al ., 2010).

The production of siderophores represents an
important biocontrol mechanism of the PGPR-
group; in fact siderophores have become molecules
excreted by microorganisms, and have the capacity
to trap the ion of the iron. All of our isolates
produced siderophors at varying rates and the most
efficient isolate was E2. Several subsequent research
work has shown that PGPR may produce and
secrete these iron fixing molecules (Meyer et al.,
2002), and Pseudomonas, Azotobacter, Bacillus,
Enterobacter, Serratia, Azospirillum and Rhizobium
secrete various siderophorous types at different
levels (Glick et al., 1999; Loper andHenkels, 1999).

Different bacteria of which the most powerful are
the Bacillus, Enterobacter, Erwinia and Pseudomonas
genera have the potential to solubilize phosphorus
by the action of phosphatase for its organic form, or
by releasing organic acids for its inorganic shape
(Lugtenberg et al ., 2013). The ability of these micro-
organisms to convert insoluble phosphorus into
accessible form is an important feature of the PGPR,
thus rhizospheric bacteria solubilizing phosphate
may be a promising source of biofertilizer in
agriculture (Sharma et al., 2007). No correlations
were observed during the liquid and solid
phosphate solubilization test of our isolates. Indeed,
some isolates showed high concentrations of
solubilization of phosphate, whereas no clear halo
was formed in the colonies. The same result was
observed in the genus Azotobacter by Silini, (2012).

Another common property of PGPR is the NH,
production, which were common in our tested
isolates (100%) and was comparable to the reported
one by numerous authors (Joseph et al., 2007;
Ahmed et al., 2008). PGPR produce different
biological molecules in very low concentrations,
such as auxins, which directly affect plant growth
(Srivastava et al., 2002). The AIA is the most
important hormone for the plant and its production
was found in over 80 % of the rhizobacteria
(Klopper et al., 2007). According to Barazani and
Friedman (1999), bacteria capable of secreting more
than 13.5 ig/mL of indolic compounds are
considered to be PGPR. In this study, a remarkable
production of this hormone was revealed in all
isolates. Auxine synthesezation can be used for the
testing of effective PGPR strains, and in particular,
AlA output is a trait of promoting the growth of the
most widespread plant in the RMPs (Khalid et al .,
2004).

Another parameter required for the detection of
PGPR is the production of enzymes, which give the
plants resistance against phytopathogens.
Hydrogen cyanide (HCN) is a secondary metabolite
in the cyanide family, involved in the elimination of
various pathogens. HCN produced through PGPR
and its antagonist effect on pathogens plays an
important role for the plant (Defago and Haas,
1990). As regards our work, only three isolates were
able to generate this metabolite, although they
showed strong hydrolytic enzymes such as
cellulase, pectinase, and protease. The capacity of
PGPR to dissolve fungal cell walls through the
development of hydrolytic enzymes is another
benefit in their use as an efficient biofertilizer (Glick,
2012). Further, direct inhibition of pathogen growth
through the development of antifungal and/or
antibiotic products is another method used by
PGPR to restrict the penetration of pathogens into
plant’s tissues. This has been well illustrated by the
antifungal behavior of our isolates against Fusarium
culmorum and Fusarium pseudograminiarum.

The biocontrol of pathogens by rhizobacteria
could reduce the use of chemical pesticides to
control plant pathogens (Giroux, 2015). Thus
biocontrol agents can use several mechanisms to
promote growth of plants such as production of
antifungal metabolites, antibiotic, cell wall enzyme,
HCN production, and siderophores production
(Martinez-Viveros et al., 2010 ;, Singh and Singh,
2013 ; Parvatha Reddy, 2013)) .

The beneficial effects of bacterial inoculation only
occur if certain conditions are met. In fact, our
results were consistent with PGPR data. Bacteria
associated with roots (PGPR) can act strongly on
plants nutrition through numerous mechanisms
involved in mutualistic relationships.

Inoculation of cultivated plantswith certain
strains of PGPR, at an early stage in their
development, improves the production of biomass
by direct effects on growth of roots and on the air
(Saharan and Nehra, 2011). The effect of PGPR will
be linked to the development of Phytohormones
that are important for plant growth. (Benmati,
2014).

The bacterial inoculation stimulation test has
been performed with our 11 isolates on 5 different
varieties of durum wheat. The results of daily
monitoring of plants development showed
considerable improvement in the various
parameters of growth such as stem length and root
length (as compared with the neutral control), and a
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substantial difference in growth among the varieties
used..

Previous studies of PGPR-inoculation have
shown that the tested strains significantly increase
growth parameters such as plant height, lengths of
fresh roots and weight, and root and leaf dry
sprouts (Kloepper et al. 1978; Kirdi, 2011; Silini,
2012; Cherif, 2014; Benmati, 2014)).

The heterogeneous growth promotion activities
of our isolates such as: development of ATA
phytohormone, biofertilization through phosphate
solubilization, and bio-control through the
processing of steel fur and antifungal molecules
have helped to boost growth in wheat varieties.

CONCLUSION

Tentative observations made so far indicate that our
isolates exhibit the possess phytostimulation and
phytoprotective activities, so the inoculation of hard
wheat seeds substantially improves the
morphological growth parameters for the five
wheat varieties. This indicates the possibility to use
them in future laboratory studies with the goal of
developing bio-fertilizing inoculants.

REFERENCES

Ahmad, F., Ahmad, L. and Khan, M.S. 2008. Screening of
free-living rhizosphericbacteria for their multiple
plant growth promotion activities. Microbiological
Research. 163 : 173-181.

Altschul, ., Madden, T.L., Schéffer, A.A., Zhang, J., Zhang,
7., Miller, W.and Lipman, D.J. 1997. Gapped BLAST
and PSI-BLAST: a new generation of protein data
base search programs. Nucleic Acids Research. 25:
3389-3402.

Ameur, H. 2014. Effet d’osmoprotecteurs naturels sur la
restauration de croissance de Streptomyces et de
plantes d’intérét agricole sur sol salé ou aride.
Université Ferhat Abbas Sétif1.

Bakker, A.W. and Schipperes, B. 1987. MicrobialCyanide
production in the rhizosphere in 10relation to
potatoyield reduction and Pseudomonas
sppmediated plant growth stimulation. Soil Biology
& Biochemistry. 19 : 451-457.

Barazani, O. and Friedman, J. 1999. Is IAA the major
rootgrowth factor secretedfromplantgrowth-
mediatingbacteria. Journal of Chemical Ecology. 25:
2397-2406.

Behl, R.K., Ruppel, S., Kothe, E. and Narula, N. 2012.
Wheat x Azotobacter x VA Mycorrhiza interactions
towards plant nutrition and growth —areview. Journal
of Applied Botany and Food Quality. 81 : 95-109.

Benmati, M. 2014. PGPR, paranodules, stimulation de la
croissance et tolérance au déficit hydrique chez le

blé dur (Triticum durum Desf.) : Aspects
moléculaires et génétiques, université Constantinel,
Algérie.

Brik, J.M., Bostock, R.M. and Silvestone, S.E. 1991.
Rapidinsituassay for indolaceticacid production by
bacteriaimmobilized on nitrocellulose membrane.
Applied and Environmental Microbiology. 57 : 535-538.

Cappuccino, J.C. and Scherman, N. 1992. Microbiology:
A laboratory Manual. 3rd Edition. Benjamin/
Cunnings, New York, pp: 125-179.

Cattelan, A.J., Hartel, P.G. and Fuhrmann, J.J. 1999.
Screening for plant growth-promoting rhizobacteria
to promote early soybean growth. Soil Science Society
of America Journal. 63 : 1670-1680.

Chaiharn, M., Chunhaleuchanon, S., Kozo, A. and
Lumyong, S.2008. Screening of rhizobacteria for their
plant growthpromotingactivities. J. KMITL Science
and Technology Journal. 8 : 18-23.

Chao, W.I., Nelson, E.B., Harman, G.E. and Hoch, H.C.
1986. Colonization of the rhizosphere by biological
control agents applied to seeds. Phytopathology. 76:
60-65.

Cherif Hafsa. 2014. Amélioration de la croissance du blé
dur en milieu salin par inoculation avec Bacillus sp.
et Pantoeaagglomerans isolées de sols arides,
Université Sétif 1, Algérie.

Defago, G., Berling, C.H., Burger, U., Haas, D., Kahr, G.,
Keel, C., Voisard, C., Wirthner, P. and Wuthrich, B.
1990. Suppression of black root rot of tobacco and
otherrootdiseases by strains of Pseudomonas
fluorescnes: Potential applications and mechanisms.
In: Biological Control of Soil Borne Plant Pathogens.

Delarras, C. 2014. Pratique en microbiologie de
laboratoire, Lavoisier, p: 144.

Fabien, C., Foulkes, J., Hirel, B., Gouache, D. and Moenne-
Loccoz Yvan 2016. Breeding for increasednitrogen-
use efficiency: areview for wheat (T. aestivum L.).
Plant Breeding, Wiley 135 (3) : 255-278.

Fischer Sonia, E., Edgardo, C. Jofré, Paula V. Cordero ,
Francisco J. GutiérrezManero, Gladys B. Mori. 2009.
Survival of native Pseudomonas in soil and
wheatrhizosphere and antagonistactivityagainst
plant pathogenicfungi. Facultad de Farmacia,
Universidad San Pablo CEU, Boadilladel Monte,
Madrid, Espana

Germida, J. and Siciliano, S. 2001. Taxonomic diversity of
bacteriaassociatedwith the roots of modern, recent
and ancientwheat cultivars. Biol. Fertil. Soils. 33 :410-
415.

Giroux, L. 2015. Caractérisation de rhizobactéries du
groupe des bacillus bénéfiques a la croissance de la
tomate. Université du Québec a Trois-Rivieres.

Glick, B.R., Patten, C.L., Holguin, G. and Penrose, D.M.
1999. Biochemical and Genetic Mechanisms Used by
Plant Growth Promoting Bacteria. Imperial College
Press, London.

Glick, B.R. 2012. Plant Growth-Promoting Bacteria:
Mechanisms and Applications; Hindawi Publishing
Corporation, Scientifica: Waterloo, Canada.



684 SEBIHI ET AL

Gokarn, K. 2010. Siderophores and Pathogenecity of
Micrroorganisms. J. Biosci Tech., 1: 127-134.

Gorden, A.S. and Weber, R.P. 1951. Colorimetric
estimation of indole acetic. Plant Physiology. 26 : 192-
195.

Hariprasad, P, Navya, H.M., Chandranayaka, S. and
Niranjana, S.R. 2009. Advantage of using PSIRB over
PSRB and IRB to improve plant health of tomato.
Biological Control Journal. 50 : 307- 316

Hayat, R., Ali, S., Amara, U., Khalid, R. and Ahmed, L.
2010. Soilbeneficialbacteria and theirrole in plant
growth promotion: areview. Annals of Microbiology
60 : 579-598.

John, M.K. 1970. Colorimetricdetermination of phosphorus
in plant materials and soil as withascorbicacid. Soil
Science. 109 : 214-220.

Joseph, B. and Patra, R.R. et Lawrence R. 2007.
Characterization of plant growth promoting
Rhizobacteria associated with chickpea (Cicer
arietinum L). International Journal of Plant Production.
1(Suppl. 2) : 141-152.

Khalid, A., Arshad, M. and Zahir, Z.A. 2004. Screening
plant growth-promoting rhizobacteria for improving
growth and yield of wheat. ]. Appl. Microbiol. 96 :
473-480.

Kirdi, B. 2011. Role des PGPR « Plant Growth Promoting
Rhizobacteria » dans la croissance végétale et la lutte
contre les phanérogames parasites. Mémoire
Magister en Sciences Agronomiques, Ecole Nationale
Supérieure Agronomique - El Harrach —Alger).

Kloepper, J.W. and Schrot, M.N. 1978. Plant growth
promoting rhizobacteria and plant growth
undergnotobiotic conditions. Phytopathology. 71 : 642-
644,

Kloepper, ].W., Gutierrez-Estrada, A. and Mclnroy, J.A.
2007. Photoperiodregulateselicitation of growth
promotion but not inducedresistance by plant
growth-promotingrhizobacteria. Can ]. Microbiol.
53(2) : 159-167.

Kloepper, ].W.1993. Plant growth-promotingrhizobacteria
as biological control agents. Soilmicrobial
technologies. éd B. Melting, M. Dekker Inc., New
York, E.-U : 255-274

Kloepper, ].W., Ryu, C.M. and Zhang, S.A. 2004.
Inducedsystemicresistance and promotion of plant
growth by Bacillus spp. Phytopathology. 94 (11) : 1259-
1266.

Loper, J.E. and Henkels, M.D. 1999. Utilization of
heterologous siderophores enhanceslevels of
ironavailable to Pseudomonas putida in the
rhizosphere. Applied Environmental Microbiology. vol.
65 : 5357-5363.

Lucy, M., Reed, E. and Glick, B.R. 2004. Application of
free living plant growth promoting rhizobacteria.
Antonie van Leeuwenhoek. 86 : 1-25.

Lugtenberg Ben, J.J, Malfanova, N, Kamilova, F. and Berg,
G. 2013. Plant Growth Promotion by Microbes.
Molecular Microbial Ecology of the Rhizosphere. Volume
2, First Edition. Chapter 53 : page 561- 571.

Martinez-Viveros, O., Jorquera, M.A., Crowley, D.E.,

Gajardo, G. and Mora, M.L. 2010. Mechanisms and
practicalconsiderationsinvolved in plant growth
promotion by rhizobacteria. Journal of Soil Science and
Plant Nutrition. 10 : 293-319.

Meyer, ].M., Geoffroy, V.A., Baida, N., Gardan, L., Izard
D., Lemanceau, P, Achouak, W. and Palleroni, N.J.
2002. Siderophoretyping, a powerfultool for the
identification of fluorescent and non fluorescent
Pseudomonads. Applied Environmental Microbiology.
68 : 2745-2753.

Moenne-Loccoz, Y., Mavingui, P, Combes, C., Normand,
P. and Steinberg, C. 2014. Microorganisms and biotic
interactions. In: J. C. Bertrand, P. Caumette, P.
Lebaron, and P. Normand (eds), Environmental
Microbiology: Fundamentals and Applications.
Springer, Dordrecht, The Netherlands.

Munees, A. and Mulugeta, K. 2014. Mechanisms and
applications of plant growth promoting
rhizobacteria: Current perspective. Journal of King
Saud University. 20-26.

ParvathaReddy, P. 2013. Plant growth-promoting
rhizobacteria (PGPR). Recent advances in crop
protection, Spinger India. 131-158.

Pérez-Miranda, S., Cabirol, N., George-Téllez, R.,
Zamudio-Rivera, L. S. and Fernandez, F.J. 2007. O-
CAS, a fast and universal method for side
rophoredetection. J. Microbiol. Methods. 70 : 127-131.

Pikovaskya, R. E. 1948. Mobilization of phosphorous in
soil in connection with vital activity of some
microbial species: Microbiologia. 17 : 362-370

Saharan BS. et V. Nehra. 2011. Plant growth promoting
rhizobacteria: acritical review. Life Sciences and
Medicine Research, Volume 2011: LSMR-21.

Schwyn, B. and Neilands, J. B. 1987. Universal chemical
assay for the detection and determination of
siderophores. Analytical Biochem. 160 : 47-56

Sebihi, F. Z., Benguedouar, A., Benhizia, Y., Sanchez, J.
and Gallego, E. 2016. Evaluation of multi-trait plant
growthpromoting Pseudomonas fluorescens
isolatedfrom Constantine Wheat rhizosphere Soil
(Algeria) and screening there antifungal activity
against two species of Fusarium. Advances in
Environmental Biology. 10(5): 102-115.

Silini, A. 2012. Effet des molécules osmoprotectrices sur
la survie et la croissance de Azotobacter et sur la
croissances du blé dure en milieu salin. These de
doctorat. Université Sétif 1, Algérie.

Singh, J.S. and Singh, D.P. 2013. Plant growth promoting
rhizobacteria (PGPR): microbes in sustainable
agriculture in M. Abdul, G. Elisabeth, A Madalena
(Eds.), Management of Microbial Resources in the
Environment, Springer, Heidelberg : 361-385.

Srivastava, L.M. 2002. Chapter 6: Auxin in Plant Growth
and Development: Hormones and Environment.
Academic Press.

Vincent, M.N., Harrison, L.A., Brackin, ].M., Kovacevich
P.A., Mukeriji, P, Weller, D.M. and Pierson, E.A. 1991.
Geneticanalysis of the antifungalactivity of a
soilborne Pseudomonas aureofaciensstrain. Applied
and Environmental Microbiology. 57 : 2928-2934.




	Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie
	Liste des tableaux
	Liste des figure
	Liste des abréviations

