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Résumé

L 'exploitation des ressources naturelles, telles que les PGPR et les techniques d'ingénierie du
microbiome, constitue une avenue prometteuse pour optimiser la production agricole et
accroitre la fertilité des sols. Les PGPR représentent le groupe le plus étudié et largement utilisé
au sein du microbiome des plantes, en raison de leurs divers services écosystémiques. Bien que
les inoculants de souches uniques de PGPR soient fortement recommandés pour favoriser la
croissance des plantes, les applications dans le monde réel sont toujours limitées par des
méthodes peu efficaces. Notre étude vise a isoler et caractériser dix-huit nouvelles souches de
PGPR en vue de les exploiter dans I'¢laboration de bioengrais, en utilisant des consortia de
souches intégrales. Quatorze formules ont été développées en se basant sur les caractéristiques
PGP des souches, en utilisant la technique d'encapsulation dans une solution d'alginate-
cellulose, puis leur potentiel biostimulant et de biocontrdle a été évalué sur une culture de blé
dur de la variété Oued El Bared, aussi bien dans des sols désinfectés que dans des sols infectés
par des pathogénes. Les résultats obtenus montrent que dix isolats présentant des
caractéristiques PGP intéressantes telles que la fixation de l'azote, la solubilisation du
phosphore et du zinc, la production d'AIA et des enzymes lytiques. L’analyse des capacités
biostimulant et de biocontrole des formules a révélé un impact positif pour l'ensemble des
parametres examinés. La formule F3 s'est démarquée la plus performante, suivie de pres par la
F6 démontrant un pouvoir biostimulant remarquable pour la majorité des parameétres étudiés.
Ce bioengrais a amélioré de 28,37 % ; 30,59 % ; 140,55 % ; 91,84 % ; 154,55 % ; 143,75 % et
20 % par rapport au témoin les parametres HT a la fin de culture, LR, PFA, PSA, PFR, PSR et
P respectivement. Alors que, la formule F12 s'est distinguée comme la plus performante en
termes de capacit¢ de biocontrole, suivie par la F4, notamment pour les parametres
morphologiques, ou des améliorations significatives de 20,93 % ; 35,23 % ; 69,67 % ; 44,19 %
; 145 % et 100 % par rapport au T1 ont été enregistrées pour les parametres HT a la fin de

culture, LR, PFA, PSA, PFR et PSR respectivement avec la F12.

Mots clés : PGPR, Bioengrais, Consortium, Encapsulation, Biocontrdle, Biostimulant, Bl¢ dur.



Abstract

Exploiting natural resources such as the beneficial plant growth promoting rhizobacteria
(PGPR) and methods of microbiome engineering represents a promising avenue to enhance
crop production and soil fertility. PGPR represents the most studied and widely used group
within the plant microbiome, due to their diverse ecosystem services. Although inoculants of
single strains of PGPR are highly recommended to boost plant growth, real-world employment
are still limited by inefficient methods. Our study aims to isolate and characterize eighteen new
strains for use to formulate PGPR-based biofertilizers, using consortia of integral strains.
Fourteen formulas were developed based on the PGP characteristics of the strains, using the
encapsulation technique in an alginate-cellulose solution, and then their biostimulating and
biocontrol potential was evaluated on a Oued El Bared wheat variety, both in disinfected soils
and in soils infected with pathogens. The results show that ten isolates have interesting PGP
traits such as nitrogen fixation, solubilisation of phosphorus and zinc, production of AIA and
lytic enzymes. The investigation of the biostimulant and biocontrol capacities of the formulas
revealed a beneficial effect across all the parameters studied. The F3 formula was the most
effective, followed closely by the F6 which demonstrated remarkable biostimulating potentiel
for most of examined parameters. This biofertilizer was improved by 28.37%; 30.59%;
140.55%; 91.84%; 154.55%; 143.75% and 20% compared to the control the HT test, LR, PFA,
PSA, PFR, PSR and P, respectively. While formula F12 demonstrated the highest efficacy in
terms of biocontrol capacity, followed by formula F4, for morphological parameters, where
significant improvements of 20.93%; 35.23%; 69.67%; 44.19%; 145% and 100% compared to
T1 were recorded for end-cultivation HT parameters; LR, PFA, PSA, PFR and PSR respectively
with formula F12.

Keywords: PGPR, Biofertilizers, Consortium, Encapsulation, Biocontrol, Biostimulant,

Wheat.
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Introduction

La demande en produits agroalimentaires, notamment les ‘bio-healthy’ devrait connaitre
une augmentation significative d'ici 2050 en raison de I'importante croissance démographique
prévue. La production agricole, surtout dans les pays non développés, devra augmenter de pres
de 70 % pour répondre a la demande projetée et devra faire face a des problémes synchrones
tels que le changement climatique imprévisible, baisse de la fertilité¢ des sols, manque d'eau, la
perte de biodiversité et les crises politiques (Moreira et al., 2023). Pendant plusieurs décennies,
I’agriculture intensive basée sur 1’utilisation massive d’intrants chimiques était désignée
comme étant la meilleure alternative afin de répondre aux besoins croissant du marché (Kumar
et al., 2019). Cependant, ce modele de production commence a démontrer ses limites en
affectant négativement la fertilité¢ des sols induisant leur pollution ainsi qu’une eutrophisation
des eaux. Plusieurs approches ont été proposées afin d’adapter les systémes et les conditions de
culture pour améliorer 1’utilisation des intrants chimiques par les cultures (Rani et al., 2021).

Diverses stratégies ont été suggérées pour optimiser les conditions de culture et accroitre
les rendements tout en limitant l'usage d'intrants chimiques. Parmi les plus prometteuses
figurent celles qui reposent sur la refonte des agroécosystemes et l'exploitation de techniques
biotechnologiques émergentes, telles que l'ingénierie du microbiome. Dans ce cadre, le
microbiome bénéfique li¢ aux racines des plantes appelé également « Plant Growth Promoting
Rhizobacteria » (PGPR) offre une stratégie efficace, rentable et respectueuse de
I’environnement pour enrichir la santé et la fertilité des sols d’une part, et d’autre part, pour
favoriser 1I’absorption de nutriments et les rendements des cultures (Afridi et al., 2022).

Les feuilles et les racines des plantes sont des habitats pour une grande variété de micro-
organismes qui forment le microbiome végétal, dont beaucoup sont bénéfiques pour les plantes.
La rhizosphere, qui est la zone restreinte du sol affectée par les sécrétions racinaires, est
considérée comme un axe rassemblant des millions de micro-organismes appelé
rhizomicrobiome y a compris les PGPR (Irfan et al., 2023). Les PGPR jouent un role crucial
pour les plantes hotes ; cela peut (i) stimuler leur croissance par des actions directs telle que la
fixation d’azote, la solubilisation des éléments nutritifs et par la sécrétion des hormones
similaires a celles des plantes (ii) booster leur santé et atténuer les effets néfastes des stress
biotiques ou abiotiques par la production des métabolites spécifiques (ex les sidérophores) et
des enzymes lytiques (Bhanse et al., 2023).

La diversité du rhizomicrobiome est influencée par les conditions environnementales, le
génotype de I'hote, les stades de développement et le type de sol. Le succes écologique des
plantes dépend principalement de leur capacité a recruter des partenaires microbiens

collaboratifs. Les PGPR constituent un ensemble déterminant de bactéries bénéfiques
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colonisant les racines. Ils présentent diverses interactions avec leur hote et participent a un large
¢ventail de services écologiques pour I'écosystetme (Mohanty et al., 2021). Bien que
I’inoculation de souches uniques de PGPR soient fortement recommandés pour favoriser la
croissance des plantes, atténuer le stress et controler les maladies et les agents pathogénes des
plantes, les applications dans le monde agricole réel en plein champ sont toujours limitées par
des méthodes peu efficaces. Dans le but de développer des méthodes nouvelles et plus efficaces,
la recherche s'est tournée vers l'utilisation de consortiums microbiens, abondamment présents
dans le monde naturel (communauté microbienne). Ces consortiums comprennent différents
types de micro-organismes dont la structure est équilibrée pour assurer le bénéfice de I'hote et
des membres du consortium eux-mémes (Padmaperuma et al., 2020). Les consortiums sont
¢laborés en sélectionnant les caractéristiques fonctionnelles et les compétences de chaque
souche membre, telles que la production d'hormones ou la solubilisation des nutriments. Ainsi,
les traits distinctifs de chaque membre peuvent se compléter mutuellement (Saad et al., 2020).
Ces dernicres années, plusieurs consortiums bactériens a base de PGPR ont été €laborés, testés
sur les cultures et évalué pour leur potentiel promouvoir sur les phénotypes des plantes
(croissance, rendement...) (Singh et al., 2023).

Ainsi, le présent travail vise a contribuer dans le développement d’une nouvelle stratégie
de fertilisation pour améliorer la productivité et la résilience des agrosystémes en Algérie par
la formulation et le développement par microencapsulation des bioengrais a base de PGPR.
Pour ce faire, on a (i) isoler des nouvelles souches PGPR a partir des rhizosphéres de quelques
plantes dans deux régions différentes, (ii) caractériser morphologiquement et biochimiquement
les isolats, (iii) formuler des bioengrais a base de consortia de souches PGPR, en utilisant la
technique d’encapsulation et (iv) évaluer les potentiels « biostimulant et biocontrole » des
formules de bioengrais élaborées sur la croissance du bl¢ dur cultivé sous serre.

Ce travail s’articule autour de trois grandes parties :

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

%+ La deuxiéme, décrit le matériel et les méthodes utilisés durant notre travail.

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

=% Une conclusion générale est présentée a la fin de ce travail, résumant les résultats

principaux obtenus, et quelques perspectives ont été suggérées.
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Chapitre 1 : Microbiome végétal : Phytobiome

1. Définition et généralités

Le phytobiome végétal englobe les bactéries, les champignons, les protistes, les
nématodes et les virus qui colonisent divers compartiments de la plante (racine, feuille, fleur...)
(Hashimi et al., 2023), influengant positivement, neutrement ou négativement la croissance et
la sant¢ de 1I’hdte. Le composant microbien de I'holobionte végétal, €galement appelé
microbiote végétal (comprenant tous les micro-organismes) ou microbiome végétal
(comprenant tous les génomes microbiens) dans la rhizosphére, la phyllosphére et I'endosphere
(Figure 1) (Santos et al., 2021).

Le microbiome interagit de maniére dynamique avec la plante hote, établissant des
relations synergiques qui, en retour, exercent une influence sur la physiologie de 1’hote (Santos

et al., 2021).

Figure 1. Compositions et diversité du microbiome végétal (Afridi et
al., 2022)

2. Microbiome rhizosphérique
La rhizosphere, I'un des écosysteémes les plus compliqués, désigne la portion restreinte
du sol entourant les racines d’une plante, influencée par les racines, les poils absorbants et les
exsudats générés par la plante. Elle comprendre également la région du sol ou les racines et les
tissus racinaires spécifiques des plantes modifient les caractéristiques physiques, chimiques et

biologiques du sol. Divers facteurs tels que le type de sol, I’environnement, le génotype de
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plante et le stade de développement impactent le fagonnage, la structure et la diversité des
microorganismes présents dans une rhizosphere (Afridi et al., 2022).

La rhizosphére par sa richesse en microbiome, représente la partie la plus diversifiée de
I’écosysteme terrestre. En tant qu’interface cruciale, elle facilite les interactions et les
communications entre les microbes et les racines. Les bactéries, généralement bénéfiques,
exercent une influence majeure sur cette diversité. A I’exception de certains champignons
bénéfiques, divers champignons et nématodes représentent la catégorie de microbiomes
nuisibles, conduisant a des maladies et a une faible productivité des plantes cultivées (Hashimi
et al., 2023).

La plupart des communautés microbiennes de la rhizosphére jouent un réle crucial dans
I’amélioration de la santé et de la productivité des especes végétales naturelles, en assurant leur
survie et leur tolérance aux diverses conditions de stress biotiques et abiotiques. Elles
accomplissent cela a travers une série de mécanismes, comprenant la biofertilisation, la
stimulation de la croissance des racines, le contrdle du stress abiotique, la rhizorémédiation et

la gestion des maladies et des agents pathogenes (biocontrole) (Ali et al., 2017).

3. Microbiome phyllosphérique

La phyllosphére, constituée des parties aériennes d’une plante, particulierement les
feuilles, offre un habitat aux micro-organismes tels que les bactéries, les champignons, les
levures, les algues, et les protozoaires, ou ils constituent le microbiome phyllosphérique. Les
bactéries prédominent, avec une présence moins fréquente de champignons, de protistes et de
microbes pathogénes. Ces communautés microbiennes jouent un role significatif dans la
protection contre les maladies et les insectes, la modification des métabolites et la biosynthese
des phytohormones, contribuant ainsi a la santé et a la tolérance des plantes face aux défis

environnementaux (Dong et al., 2019 ; Hashimi et al., 2023).

4. Microbiome endospherique
Le terme « endophyte », dérivé du grec signifiant « dans la plante ». L’endosphere est
constituée des tissus internes colonisés par des micro-organismes, qui contribuent au
microbiome végétal en établissant une relation commensale, stimulant la croissance des plantes
et influencant la santé végétale. Cependant, malgré les informations approfondies sur les
mécanismes d’infection et de colonisation, les études actuelles offrent une perspective limitée
sur la véritable diversité et importance des bactéries présentes dans le microbiome endophytique

(Turner et al., 2013 ; Hashimi et al., 2023).
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5. Approches d’étude et d’analyse du microbiome végétal

Les méthodes microbiologiques traditionnelles, notamment I’isolement et la culture de
micro-organismes dans des conditions de croissance variables, demeurent indispensables pour
I’étude génétique, de diversité et physiologique des organismes ciblés. Les analyses effectuées
sur ces micro-organismes isolés révelent leurs stratégies de vie variées et leur impact sur la
croissance des plantes (Mohanty et al., 2021). Cependant, 1’utilisation de techniques
dépendantes de la culture entraine la perte d’une partie substantielle de la diversité microbienne
environnementale. Par conséquent, plusieurs méthodes indépendantes de la culture ont
révolutionné la science, permettant une compréhension plus approfondie des interactions entre
les plantes et les microorganismes. Les avancées dans les procédures d’extraction
d’ADN/ARN, conjuguées a I’analyse ‘omics’ (métagénomiques avec les analyses bio-
informatique) ont fourni des données riches sur la diversité, I’abondance, le profil fonctionnel

et les métabolites au sein de diverses communautés microbiennes (Santos et al., 2021).

5.1. Techniques conventionnelles

Les méthodes physiologiques et biochimiques traditionnelles utilisées dans la plupart des
kits de tests biochimiques présentent de nombreuses limitations, potentiellement liées a de
faibles activités métaboliques dans les conditions expérimentales. Malgré ces limitations, elles
demeuraient considérées comme des approches utiles, telles que I'utilisation de biomarqueurs
lipidiques pour des empreintes digitales spécifiques (LB), la numération sur plaque, les profils
CLPP, la méthode des esters méthyliques d’acides gras (FAME), et la méthode des acides gras
phospholipidiques (PLFA) (Sraphet et Javadi, 2022).

5.2. Techniques modernes
Pendant de nombreuses années, les microbiologistes ont analysé la densité et les activités
métaboliques des microbes dans I’environnement en utilisant diverses techniques moléculaires.
Plusieurs méthodes ont ét¢ mises au point afin de détecter, identifier et établir la relation

phylogénique des interactions entre les micro-organismes végétaux.

5.2.1. Hybridation d'acides nucléiques et hybridation fluorescente in situ (FISH)

C’est un instrument quantitatif en microbiologie moléculaire, utilisé pour I’analyse de
I’ADN et de I’ARN extraits est réalisable. Cependant, cette méthode présente des limitations,
notamment ’incapacité a détecter les bactéries a croissance lente en raison de la faible teneur

en ribosomes par cellule (Sraphet et Javadi, 2022).
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5.2.2. Techniques basées sur la PCR

En microbiologie agricole, la réaction de polymérisation en chaine (PCR) est essentielle
pour explorer les micro-organismes non cultivables dans 1’environnement, avec une utilisation
répandue dans les ¢tudes écologiques et agricoles. La PCR, ciblant I’ADNr 16S pour la diversité
microbienne et 1’identification, ainsi que ’ADNr 18S et les régions ITS pour les études
fongiques. Ainsi que peut étre réalisée directement a partir de I’ADN environnemental.

Parmi les techniques basées sur la PCR, on compte 1’¢lectrophorese sur gel a gradient
dénaturant (DGGE) et I’électrophorése sur gel a gradient de température (TGGE), ainsi que
divers polymorphismes de longueur, tels que I’ADN polymorphe amplifié au hasard (RAPD-
PCR), le polymorphisme de longueur des fragments amplifiés (AFLP) et le polymorphisme de
longueur de fragment de restriction (RFLP) (Sraphet et Javadi, 2022).

5.2.3. Approche métagénomique

L’approche métagénomique liée avec les outils de bio-informatiques, exploitant
I’intégralit¢ du génome de la communauté microbienne, se distingue avantageusement du
séquencage des amplicons (16S full length). En utilisant le génome entier (Séquencage
Shotgun), incluant les fragments extrachromosomiques tels que les plasmides, cette méthode
fournit des informations approfondies sur un microbe spécifique, offrant ainsi une
représentation plus claire et compléte de la communauté microbienne. L’intégration de
plusieurs techniques de contréle qualité et d’outils en ligne a significativement amélioré la
représentation accessible et précise de la diversité microbienne grace a [’approche

métagénomique (Nwachukwu et Babalola, 2022).

6. Effet de I’hote sur le microbiome végétal

Les microbiomes associés aux plantes peuvent avoir des effets bénétiques pour leurs hotes,
mais la composition microbienne de la rhizosphere ainsi que I'efficacité de la colonisation sont
affectées par les paramétres environnementaux ainsi que par le génotype et 1'état physiologique
de I'hote. Les communauté synthétiques « SynComs », les mutants et les approches réseau sont
des outils de recherche importants pour utiliser pour déméler les facteurs déterminants et
comprendre les causalités hautement interdépendantes de I’assemblage du microbiome. Le
systéme immunitaire des plantes doit faire la différence entre les microbes bénéfiques et
pathogeénes et mettre en place des réponses appropriées, mais diamétralement opposées,

permettant la colonisation ou la défense (Rodriguez et al., 2019).
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Chapitre 2 : Rhizobactéries promotrices de la croissance des plantes ‘PGPR’

1. Définition et généralités

Les rhizobactéries favorisant la croissance des plantes (PGPR), un groupe diversifi¢ de
bactéries du sol, jouent un rdle clé dans les systemes végétaux. Présentes dans la rhizosphere,
ces bactéries, se caractérisent par leur aptitude a coloniser les racines et a persister dans
différents macrohabitats liés aux racines en concurrence avec d’autres macrobiote et a
promouvoir activement la croissance des plantes, contribuent de maniére significative a
I’épanouissement des végétaux (Jeyanthi et Kanimozhi, 2018 ; Hashimi et al., 2023).

Alternativement, classés PGPR en fonction de leurs activités fonctionnelles comme
biofertilisants (augmentant la disponibilité des nutriments pour les plantes), phytostimulateurs
(favorisant la croissance des plantes, généralement par le biais de phytohormones),
rhizoremédiateurs (dégradant les polluants organiques) et biopesticides. (Controle des
maladies, principalement par la production d’antibiotiques et de métabolites antifongiques). De
plus, dans la plupart des cas étudiés, un seul PGPR révélera souvent plusieurs modes d’action,

dont la lutte biologique (Ahemad et Kiber, 2014).

2. Interactions des PGPR dans la rhizosphére

Diverses interactions, a la fois directes et indirectes, se produisent dans la rhizosphére.
De nombreuses revues de la littérature ont examiné les multiples molécules et mécanismes qui
coordonnent 1'établissement d'interactions symbiotiques spécifiques dans la rhizosphére, avec
le potentiel d'améliorer la croissance et la productivité des plantes. Cependant, la
compréhension globale des interactions entre les plantes et le microbiome demeure encore

rudimentaire (Quiza et al., 2015).

2.1. Interaction bactérie — bactérie

Les PGPR (rhizobactéries promouvoir de la croissance des plantes) peuvent interagir de
différentes manieres avec d’autres PGPR. Leurs interactions peuvent étre symbiotiques ou
mutualistes, ce qui peut booster la croissance des plantes sous des conditions de stress. Par
exemple, une étude a montré que I’application combinée de PGR (régulateurs de la croissance
des plantes) et de PGPR a diminué la peroxydation des lipides de maniere plus efficace et a
augmenté la surface foliaire, ce qui a amélioré la tolérance a la sécheresse des pois chiches.
Cependant, I’introduction de PGPR spécifiques dans un nouvel environnement peut présenter
des défis, tels que la concurrence et les effets antagonistes des microbes indigeénes (de Andrade

et al., 2023 ; Khan et al., 2018 ; Shah et al., 2021).
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2.2. Interaction bactérie — plante

Les interactions complexes entre les plantes et leur microbiome dépendent de facteurs
tels que les especes végétales, le type de sol et les conditions environnementales. La
collaboration entre les PGPR et la plante hote varie selon I’abondance des taxa de PGPR et de
la plante hote (Narula et al., 2012 ; Drogue et al., 2014 ; Quiza et al., 2015).

Les plantes ajustent et contrdle via les exsudats racinaires et surtout les métabolites
secondaire la composition et les services de leur communauté microbienne associée. Ces micro-
organismes conférent de nombreux avantages a la plante ; en contrepartie, celle-ci produit des
métabolites qui apportent moins de carbone a la communauté microbienne et a d’autres
ressources (John et al., 2020).

Un exemple illustre la boucle de rétroaction associée aux interactions plantes-
microorganismes dans la rhizosphere. Il démontre que la libération d’exsudats racinaires
favorise des populations microbiennes spécifiques au sein de la communauté tellurique. En
retour, certaines de ces populations stimulent la croissance (nutrition en N, P, K, Zn, Fe, etc.)
et la protection (antagonisme microbien, etc.) de la plante hdte. Ces effets bénéfiques
compensent le colt représenté par les exsudats racinaires pour la plante (Lemanceau et al.,

2013).

2.3. Interaction bactérie — plante — environnement

L’interaction complexe entre le sol, les microbes et les plantes joue un role essentiel dans
I’écosystéme. Le sol, en tant que source de nutriments et de support de croissance, s’associe
aux microbes qui participent activement au cycle des nutriments, favorisent la croissance des
plantes et préservent la qualité du sol en améliorant ses propriétés physiques et chimiques. Un
aspect crucial de cette symbiose réside dans la capacité des microbes a se nourrir de résidus
végétaux, comme démontré par Hashimi et al., (2023). Les facteurs environnementaux tels que
les niveaux ¢levés de CO2, la sécheresse et le manque de nutriments, notamment 1’azote et le
phosphore, peuvent influencer la composition et la quantité des exsudats racinaires, ayant ainsi
des répercussions significatives sur la phytochimie libérée sous forme d’exsudats (Rout, 2014).
Ces exsudats ont une influence directe sur les propriétés chimiques du sol, modifiant les profils
microbiens et créant des structures distinctes de communautés microbiennes rhizosphériques.
Cela impacte la croissance et la productivité des plantes, un phénomeéne connu sous le nom de

« Plant-Soil Feedback » (Bever, 1994).
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2.4. Réle et importance des exsudats racinaire dans les interactions des PGPR

Les exsudats racinaires émis par les plantes jouent un role crucial dans les interactions
avec le microbiome notamment avec les PGPR. Composés de glucides, acides aminés, acides
organiques, vitamines et autres, ces exsudats modifient les propriétés chimiques du sol,
fournissant des nutriments aux microbes (Turner et al., 2013 ; Hashimi et al., 2023). Ces
composés exsudats déclenchent la chimiotaxie, permettant aux plantes d’attirer et de recruter
des communautés microbiennes pour des interactions variées dans la rhizosphere (Ali et al.,
2017). L’exsudation est génétiquement controlée, formant des communautés rhizobactériennes
distinctes pour différents génotypes de plantes, suggérant une sélection spécifique des PGPR
par les plantes (Berendsen et al., 2012 ; John et al., 2020). Les exsudats racinaires induisent une
diversit¢ d’expressions phénotypiques chez les bactéries de la rhizosphére, incluant la
chimiotaxie, la tolérance au stress et la formation de biofilm, notamment grace aux acides

aminés (Rout, 2014).

3. Différents genres des PGPR

Les PGPR, micro-organismes principalement présents dans la rhizosphere, englobent des
especes bactériennes telles qu’Alcaligenes, Azospirillum, Arthrobacter, Acinetobacter,
Bradyrhizobium,  Bacillus, Burkholderia, Enterobacter, Erwinia, Flavobacterium,
Pseudomonas, Rhizobium, Azorhizobium, Bradyrhizobium, Allorhizobium, Sinorhizobium,
Frankia, Mésorhizobium, Pantoea, Méthylobactérie, Exiguobactérie, Paenibacillus, Azoarcus,
Streptomyces, Klebsiella, Azotobacter, Enterobacter, Rhodococcus, Serratia, etc. Ces bactéries
sont associées a la rhizosphere des plantes et ont la capacité d’exercer de nombreux effets
bénéfiques sur leur croissance (Shaikh et al., 2018 ; Sharma et al., 2020). Parmi les genres les

plus important on distingue :

3.1. Bactéries du genre Azospirillum

Azospirillum est un genre appartenant a la famille des Rhodospirillaceae. Ces bactéries, a
Gram négatif, adoptent une forme en spirale, sont microaérophiles et non fermentaires. Elles se
retrouvent dans de nombreux sols ainsi qu’au niveau des racines des graminées (Hossain et al.,
2015). Les différentes especes d’Azospirillum ont la capacité de coloniser de maniere distincte
les racines des plantes. Elles peuvent subir une internalisation et habiter les espaces

intercellulaires des racines (Schloter et Hartmann, 1998).
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3.2. Bactéries du genre Pseudomonas

Le Pseudomonas se présente sous la forme d’un bacille fin, mesurant de 1 a 5 um de
longueur et de 0,5 a 1 um de largeur (Chaker, 2012). 11 s’agit de bactéries Gram négatives,
caractérisées par des flagelles polaires et une forme de batonnet (Anayo et al., 2016).
Ubiquistes, on les trouve fréquemment dans les sols, les classant parmi les candidats privilégiés
en tant que PGPR (Saharan et Nohra, 2011). Ces bactéries démontrent une grande aptitude a
coloniser la rhizosphére et les racines des plantes, établissant des associations intimes avec leurs

hotes.

3.3. Bactéries du genre Rhizobium

Les rhizobiums, ou rhizobia, constituent des bactéries aérobies présentes dans le sol et
appartenant a la famille des Rhizobiaceae (Sahgal et Johri, 2006). Gram négatives, non
sporulantes, et prenant la forme de bacilles mobiles, de petite taille préférent une température

de croissance optimale de 28 °C et un pH optimal de 6 a 7 (Burton et Elkan, 1985).

3.4.Bactéries du genre Bacillus

Les bacillus constituent un genre de bactéries Gram positives, faisant partie de la famille
des Bacillaceae. En tant que principal représentant des bactéries aérobies, le genre Bacillus
prédomine dans la rhizosphere. Ces bactéries présentent la capacité de produire des endospores,
leur permettant ainsi de résister a des conditions environnementales difficiles (Probanza et al.,

2002).

4. Mécanismes de promotion de la croissance des plantes

En général, les PGPR contribuent directement a la croissance des plantes, soit en facilitant
I’acquisition de ressources telles que ’azote, le phosphore et les minéraux essentiels, soit en
modulant les niveaux d’hormones végétales. De manicre indirecte, ils agissent en réduisant les
effets inhibiteurs de divers pathogenes sur la croissance et le développement des plantes en tant

qu’agents de biocontrdle (Ahemad et Kiber, 2014) (Figure2).
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Figure 2: Schéma représente les déférentes mécanismes de PGPR (Candran et
al., 2021).

4.1. Mécanismes directs
Les mécanismes qui stimulent directement la croissance des plantes, variant en fonction
des especes végétales spécifiques et des souches microbiennes utilisées, sont définis comme

des mécanismes directs. (Sharma et al., 2020a).

4.1.1. Fixation d’azote

L’azote, crucial pour la croissance végétale, représente un nutriment essentiel. Bien que
principalement présent sous forme gazeuse (N2) et inaccessible aux plantes. Certains PGPR,
tels que Pseudomonas sp., Rhizobium sp., Bacillus sp., Burkholderia sp., Azotobacter et
Paenibacillus, se distinguent par leur potentiel a fixer I’azote atmosphérique en ammoniac via
un systeme enzymatique spécifique (Prasad et al., 2019). Les Rhizobium, un groupe de
rhizobactéries, établissent des interactions symbiotiques en formant des nodules racinaires, ou
I’azote est fixé en ammoniaque, puis en nitrate, rendant ainsi cet élément disponible pour la
plante hote (spécialement les légumineuses). Le processus de fixation de 1’azote commence

dans la racine avant la formation des nodules (Munes et Mulugeta, 2013).

4.1.2. Solubilisation du phosphore

Le phosphore est le deuxieéme nutriment le plus limitant pour les plantes aprés 1’azote
(John et al., 2020), jouant un réle important dans divers processus métaboliques (Khan et coll.,
2010). Bien qu’abondant dans le sol, il est largement indisponible, avec 95 a 99 % sous forme
insoluble. Les PGPR peuvent favoriser la solubilisation et la minéralisation du phosphore en

sécrétant des acides organiques, réduisant ainsi le pH de la rhizosphére (Sharma et al., 2013 ;
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Prasad et al., 2019). Les genres de PGPR capables de solubiliser les phosphates comprennent
Azotobacters, Bacillus, Beijerinckia, Burkholderia, Pseudomonas, Rhizobium... (Oteino et al.,

2015 ; Prasad et al., 2019).

4.1.3. Solubilisation de potassium

Le potassium (K) est le troisiéme nutriment essentiel pour les plantes, crucial pour
I’activation des enzymes, la synthése des protéines et la photosynthése. En raison de sa
prédominance sous forme insoluble (90%), la concentration soluble dans le sol est généralement
faible (1 a 2%), contribuant a la carence en potassium, une contrainte majeure pour la
production agricole. La carence en potassium entraine des racines peu développées, une
production de graines limitée, une croissance lente et un rendement inférieur. Les PGPR, tels
que Pseudomonas, Bacillus, Rhizobium, Agrobacterium, Klebsilla, Erwinia, peuvent solubiliser
naturellement le potassium en produisant et en sécrétant des acides organiques (Prasad et al.,

2019 ; Wang et al., 2020).

4.1.4. Solubilisation de zinc

Le zinc (Zn), en tant que micronutriment essentiel, est indispensable pour la croissance
et la reproduction des plantes en agissant comme activateur métallique et cofacteur
enzymatique. Sa carence perturbe des processus biologiques tels que la photosynthese, la
maturation des fruits, la reproduction, la production d’amidon et de glucides (Hyder et al.,
2023). Les PGPR solubilisant le zinc contribuent a libérer sa forme fixe, favorisant ainsi son
absorption et jouant un rdle significatif dans la nutrition des plantes. Des études ont montré que
ces bactéries mobilisant le zinc peuvent améliorer les rendements de cultures telles que le riz,
le blé et le soja, utilisant probablement des mécanismes similaires a ceux des solvants de
phosphore et des mobilisateurs de fer, impliquant des agents chélateurs et des acides organiques

(Prasad et al., 2019 ; John et al., 2020).

4.1.5. Production des sidérophores

Le fer, essentiel a la croissance et au développement des plantes en tant que cofacteur
pour des protéines impliquées dans des processus métaboliques cruciaux comme la
photosynthese et la respiration, se trouve principalement sous forme d’ions ferriques peu
assimilables par les organismes vivants. Pour pallier cette difficulté et fournir du fer aux plantes,
les PGPR, conscientes de la limitation des ions ferriques dans le sol, ont développé des
stratégies, notamment la production de sidérophores, pour fournir du fer essentiel aux plantes.
Ces petites molécules organiques, produites en conditions de limitation en fer, forment des

chélates avec les ions ferriques de la rhizosphere, augmentant ainsi I’apport en fer aux plantes.
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Cette stratégie, employée par diverses bactéries telles que Bradyrhizobium, Pseudomonas,
Rhizobium, Serratia et Streptomyces, contribue a améliorer la croissance et la productivité des

cultures (Prasad et al., 2019 ; Sharma et al., 2020a).

4.1.6. Production des phytohormones

Les PGPR jouent un role crucial en influencant la croissance des plantes par la sécrétion
de phytohormones. Parmi celles-ci, I’auxine, I’éthyléne, la cytokinine, les gibbérellines et
I’acide abscissique sont notables (Ghitri, 2018).

L’auxine, essentielle au développement végétal, favorise la division cellulaire,
I’agrandissement cellulaire, I’initiation des racines et la dominance apicale (Sharma et al.,
2020a). L’acide indole acétique (AIA), prédominant dans le développement végétal, est central
dans les interactions plantes-bactéries, stimulant particulierement 1’élongation racinaire et
augmentant le flux des exsudats racinaires (Grobelak, 2015 ; Luo, 2018). Plus de 80 % des
bactéries du sol dans la rhizosphére, notamment Pseudomonas, Rhizobium, Enterobacter,
Acetobacter, Acinetobacter, Azospirillum et Bacillus, ont démontré la capacité de produire des

auxines favorisant la croissance des plantes (Choudhary et al., 2018).

4.2. Mécanismes indirects

L’antagonisme ou le biocontrole des agents pathogeénes végétaux représente 1’un des
mécanismes indirects par lesquels les PGPR favorisent la croissance des plantes. Ces
microorganismes produisent des enzymes lytiques qui stimulent le systtme immunitaire des
plantes, induisant ainsi une résistance systémique ISR. De plus, les PGPR entravent I’infection
des phytopathogénes en générant des antibiotiques (antibiose) et en émettant des composés

organiques volatils (COV) antimicrobiens (Hyder et al., 2023).

4.2.1. Production des enzymes

Les enzymes extracellulaires revétent une importance capitale dans le cycle des
nutriments, assurant ainsi 1’approvisionnement en €éléments nutritifs pour les plantes (Dahdah
et al., 2022). Les enzymes lytiques bactériennes telles que 1’uréase, I’estérase, la lipase, la
protéase, la chitinase, I’amylase et la cellulase jouent un rdle essentiel dans les processus de
transformation biologique de 1’azote, de I’hydrogene et du carbone. Ces enzymes hydrolytiques
interviennent dans la lyse de la paroi cellulaire fongique, contribuant ainsi a la dégradation des
composants de la paroi cellulaire des agents pathogenes.

Ces enzymes jouent un role majeur dans le contrdle eco-friendly des pathogeénes du sol,
agissant comme un mécanisme clé de protection des plantes contre les champignons invasifs

tels que Botrytis cinerea, Fusarium oxysporum et Phytophthora sp. (Sharma et al., 2020a).
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4.2.2. Production des antibiotiques

Un des mécanismes les plus étudiés et efficaces contre les microbes pathogenes causant
des maladies chez les plantes est la production d’antibiotiques par des souches
rhizobactériennes (Hakim et al., 2021). Ce processus englobe la production et la délivrance de
molécules qui tuent ou ralentissent la croissance de 1’agent pathogene cible (Fravel, 1988 ;
Pinton et al., 2007). Parmi les divers PGPR, les especes Bacillus et Pseudomonas, démontrent
la capacité¢ de produire une vaste gamme d’antibiotiques qui peuvent controler la croissance
d’environ 23 types d’agents pathogénes des plantes (Nagorska et al., 2007 ; Ulloa-Ogaz et al.,
2015 ; Meena et al., 2020). La plupart des especes de Pseudomonas produisent une variété
¢tendue d’antibiotiques, comprenant des antifongiques, des antibiotiques, des antitumoraux et

des antiviraux (Ramadan et al., 2016).

4.2.3. Résistance systémique acquise et induite

Les PGPR proteégent les plantes contre les agents pathogeénes en déclenchant des réponses
de défense biochimiques et moléculaires au sein de la plante. La PGPR peut déclencher I'ISR
chez les plantes, qui active les génes liés a la pathogenese et méme a la tolérance aux stresses
abiotiques, médiés par les voies de signalisation des phytohormones et les protéines régulatrices
de défense pour préparer les plantes contre de futures attaques d'agents pathogenes (Backer et

al., 2018)

5. Role, effet et importance du PGPR dans I'agriculture

5.1. Effet sur la croissance et le rendement des plantes

Au cours des dernic¢res décennies, la réponse des cultures végétales a 1’inoculation par
des PGPR a fait I’objet d’études approfondies a travers le monde, tant dans les champs que sous
serres. Les données obtenues mettent en évidence des augmentations significatives des
rendements pour différentes cultures et dans diverses conditions a la suite de I’inoculation. Ces
effets bénéfiques se manifestent dans un large éventail de cultures, notamment les céréales et
les légumes. Les traitements avec les PGPR ont illustré une amélioration du pourcentage de
germination, de la vigueur des plantules, de I’émergence, du développement des racines et des
tiges, de la biomasse totale des plantes, du poids des semences, de la floraison précoce, ainsi
que des rendements en fruits et en graines (Ramamoorthy et al., 2001 ; Rahmoune et al., 2017)

(Figure 3).
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Figure 3: Effet remarquable des PGPR sur la croissance de la tomate (Symanczik et
al.,2022)

5.2. Effet sur ’acquisition de nutriments

Les plantes vivantes dépendent de 16 éléments essentiels pour leur survie. Parmi eux, le
carbone, I’hydrogene et 1’oxygeéne sont principalement obtenus de 1’air et de I’eau. Les autres
¢léments sont généralement absorbés par les racines des plantes, chacun jouant un rdle
spécifiquement défini dans leur croissance. Les PGPR sont reconnues comme des acteurs clés
dans le maintien de la nutrition optimale des plantes, favorisant potentiellement 1’absorption
des nutriments et réduisant la nécessit¢ d’apports d’engrais. Cela contribue a prévenir
I’accumulation de nitrates et de phosphates dans les sols agricoles, en particulier étant donné
que le phosphore et 1’azote sont des nutriments majeurs limitant la croissance des plantes.
Certains PGPR améliorent également I’absorption de ces éléments nutritifs en stimulant le
développement des racines grace a la production de phytohormones. Un autre mécanisme par
lequel les PGPR facilitent ’absorption des ions minéraux est la stimulation de I’ATPase, la

pompe a protons (Chérif, 2014 ; Prasad et al., 2019 ; Wang et al., 2020).

5.2.1. Effet sur P'immunité et la santé des plantes

Le microbiome végétal, en particulier celui des racines, joue un role essentiel dans la
suppression des pathogeénes, agissant comme un bouclier protecteur contre les agents
pathogénes du sol. Ces mécanismes, largement étudiés, ont été exploité pour le développement

des produits phytosanitaires a base de plusieurs souches de PGPR (Berg et al., 2016)

15



Synthése bibliographique

5.2.2. Effet sur la santé et la fertilité du sol

La capacité des sols a soutenir diverses interventions agricoles refléte leur santé globale,
¢troitement liée a des aspects variés de [’écosystetme du sol. Cette santé dépend de la
séquestration du carbone, du cycle des éléments nutritifs et de la gestion globale du sol. La
fertilité du sol et la santé des plantes sont mutuellement dépendantes, ayant un impact manifeste
sur 1’activit¢ métabolique des plantes. De maniére indirecte, cela contribue a renforcer la
défense des plantes et a gérer les stress abiotiques tels que la sécheresse, la salinité, la chaleur,
tout en facilitant la solubilisation des nutriments pour une absorption aisée par les plantes. Ces
processus contribuent a améliorer la fertilité du sol et la diversité microbienne du sol (Sharma

et al., 2020).

Chapitre 3 : PGPR comme biofertilisant

1. Définition d’un biofertilisant microbien

Les biofertilisants a base de microbiome sont définis comme des produits contenant des
micro-organismes vivants. Lorsqu'ils sont appliqués sur les graines, la surface des plantes ou le
sol, ils colonisent la rhizospheére ou l'intérieur de la plante et favorisent la croissance de celle-
ci en augmentant l'apport ou la disponibilité de nutriments primaires et secondaire pour la plante
héte. Un biofertilisant soit le produit formulé contenant un ou plusieurs micro-organismes qui
améliorent I'état nutritionnel des plantes, soit en remplagant les ¢léments nutritifs du sol et/ou
en rendant les ¢léments nutritifs plus accessibles aux plantes et/ou en augmentant l'accés des
plantes aux ¢léments nutritifs (Véjan et al., 2016).

Les PGPR sont utilisés dans le monde entier comme biofertilisants, contribuant a
augmenter les rendements des cultures et la fertilité des sols. Ainsi, avec la contribution

potentielle des PGPR, cela conduit a une agriculture robuste et durable (Sharma et al., 2020).

2. Processus de formulation d'inoculant de PGPR

La premiére phase du processus débute par la collecte minutieuse de bactéries provenant
du sol rhizosphérique de plantes spécifiquement choisies. Ces micro-organismes sont ensuite
cultivés dans des environnements soigneusement optimisés pour stimuler leur croissance. Les
souches ainsi obtenues sont soumises a une batterie compléte de tests biochimiques visant a
caractériser leurs performances en tant qu'activateurs de la croissance des plantes (PGP) et/ou
bio controleur. Cette étape permet de sélectionner les souches les plus prometteuses.

Par la suite, ces souches sont soumises a différentes méthodes de multiplication et de

conservation, mettant en lumiere celles qui présentent les performances les plus robustes et
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constantes. Cette phase est déterminante pour assurer la disponibilité a long terme des souches
les plus performantes (Singh et al., 2023).

Enfin, une formulation de biofertilisant est ¢laborée avec une attention particuliére a
diverses formes, telles que liquides, solides ou en poudre. Cette formulation est ensuite
rigoureusement ¢valuée pour sa performance dans des conditions réelles, sur une plante ou une

culture spécifique (Saad et al., 2020).

2.1. Formulation de souche unique

La stratégie de formulation de souche unique implique la sélection propre et 'utilisation
exclusive d'un seul PGPR en tant que biofertilisant. Cette approche précise se concentre sur le
choix soigneux d'une souche compétente de PGPR et son introduction unique dans le milieu,

visant 2 maximiser son impact bénéfique sur la croissance et le rendement des plantes.

2.2. Formulation de consortium de PGPR

L'é¢laboration d'un consortium nécessite une évaluation approfondie de la compatibilité et
de la synergie entre les différentes souches de PGPR Ce processus méticuleux implique la
recherche d'une harmonie entre les différentes souches, favorisant une collaboration efficace
tout en minimisant les éventuelles interactions négatives. La quéte d'un équilibre délicat entre
la compatibilité et la synergie au sein du consortium est essentielle pour garantir des interactions

positives et optimiser les avantages pour la croissance des plantes (Bustamam et al., 2022).

3. Formes de formulation de PGPR

3.1. Formulation sous support ou en poudre

Les microorganismes peuvent étre introduits dans le sol via un inoculant solide, dont le
composant principal est appelé supports. Le plus souvent, les supports utilisés dans les
formulations solides sont organiques ou minéraux, tels que la tourbe, le talc, l'argile et la

vermiculite. IIs ont permis d'améliorer le taux de survie des bactéries (Mauricio, 2010).

3.2. Formulations granulaires

Des granules de tourbe, des grains de silice, du minuscule marbre ou de la calcite sont
utilisés comme matieres premicres pour préparer les granulés. Les granules sont ensuite chargés
du microorganisme approprié. Leur taille granulaire est variée, mais il existe une étroite
corrélation dans la culture meére entre la qualité du produit fini et la densité. Elle présente
¢galement certains inconvénients, car ils sont plus denses et il est donc difficile de les
transporter jusqu’aux champs. En revanche, le colit de stockage et le niveau de production sont

bien plus élevés (Saif et al., 2021)
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3.3. Formulations liquide

Les inocula sous forme liquide sont les plus simples a utiliser et les moins coliteux. La
préparation de ce type d’inoculum s'effectue en mélangeant les bactéries soit avec un milieu de
culture, soit avec une solution spécifique préalablement formulée. Il existe principalement deux
fagons de traiter les semences pour 1’application d’inoculum liquide bactérien. La premicre
consiste a mélanger les graines dans l'inoculum liquide, tandis que la seconde consiste a
pulvériser I'inoculum sur le sillon des semis (Mauricio, 2010). Cette méthode permet un contact
direct entre les graines et les micro-organismes, ce qui augmente la survie des bactéries sur les
racines des plantes. Cependant les micro-organismes ne sont pas suffisamment protégés contre
les conditions environnementales et la contamination lors du stockage, du transport et de

l'application dans le sol (Schoebitz et al., 2013).

3.4. Formulations piégées dans des polymére (encapsulées)

Les cellules aprées le processus de multiplication en masse sont mélangées avec un certain
type de polymere et traitées par solidification chimique. Il en résulte des billes uniformes
contenant des cellules vivantes a I’intérieur. Les perles sont pétillantes dans la matrice polymere
qui provoque une croissance ultérieure, puis séchées. Les billes sont généralement dégradées
par les micro-organismes vivant dans le sol lorsqu’elles y sont appliquées. Une étude a rapporté
des résultats trés efficaces pour la colonisation des racines grace a des cellules bénéfiques
ciblées libérées par un matériau polymere par rapport a I'inoculation directe de la culture de blé

(Saad et al., 2020 ; Saif et al., 2021).

4. Encapsulation et microencapsulation

4.1. Définition

L’encapsulation et la microencapsulation peuvent étre définies comme un processus
physico-chimique consistant a revétir ou piéger une substance/cellule dans un matériau pour
produire des particules de diamétres allant de quelques nanometres a quelques millimétres
(Burgain et al., 2011). Il s'agit d'une technologie d'emballage de matériaux, liquides, solides
ou gazeux, a l'intérieur de capsules miniatures scellées. Ces capsules peuvent libérer leur
contenu dans des conditions controlées et spécifiques (Rokka et Rantamiki, 2010). Le but de
la microencapsulation est de protéger le matériau du noyau du stress de son environnement,

tel que 'acidité élevée (par exemple, les conditions du sol) (Arslan et al., 2015).
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4.2. Méthodes de microencapsulation de formules PGPR

4.2.1. Technique d'extrusion

Il s'agit de 1'une des techniques d'encapsulation microbienne les plus simples et les plus
efficaces pour diverses raisons. L'encapsulation dans des biopolymeres a base d'hydrogel
augmente l'efficacité du PGPR. Le port interne du dispositif d'extrusion pompe le matériau
central (la suspension bactérienne) et le port externe pompe la substance de la paroi pour créer
une tige co-extrudée constituée d'un matériau central et enveloppée par la substance de la paroi.
Les gouttes de cette tige créée sont moulées en capsules pendant que le systéme tourne. Un des
avantages de la technique d'extrusion est qu'elle confére une stabilité contre 1'oxydation (Saberi

etal., 2021) (Figure 4).

Bacteria
#R
' Polymer suspension
A

CaCl:

f‘él y Bacteria

Figure 4: Schématique de la technique d’extrusion
pour I’encapsulation bactérienne (Saberi Riseh et
al., 2021)

4.2.2. Séchage par pulvérisation

Le séchage par pulvérisation est la méthode de microencapsulation la plus couramment
utilisée dans l'industrie alimentaire. Elle est économique, flexible et permet d'obtenir un produit
de bonne qualité. Le processus implique la dispersion du matériau central dans une solution
polymére, formant une émulsion ou une dispersion, suivie d'une homogénéisation du liquide,
puis d'une atomisation du mélange dans la chambre de séchage. Ceci entraine I'évaporation du
solvant (eau), conduisant ainsi a la formation de microcapsules de type matriciel ( Kailasapathy.

2002).
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4.2.3. Technique d'émulsion

La technique d'émulsion implique la dispersion d'une phase aqueuse contenant les cellules

bactériennes et la suspension de polymeére dans une phase organique, telle que de 1'huile, créant

ainsi une émulsion d'eau dans de 1'huile (Kailasapathy, 2002).

5. Importance de ’encapsulation de PGPR

Cette technologie permet de protéger les PGPR et également pour s'adapter au mode

d'action lors des applications. Fondamentalement, 1'encapsulation du PGPR fait référence a une

technologie créant un parameétre semblable a une paroi qui qui se dissout une fois dans le sol

(Bashan et al., 2002 ; Vejan et al., 2019).

Parmi les avantages de la technique :

Permettant la protection, la libération controlée et la capacité fonctionnelle du micro-
organisme (PGPR) ;

Stabilisation des cellules limite l'exposition a la contrainte abiotique et biotique ;
Améliorant leur bioactivité et leur stabilité lors de la production, de la conservation et
de la manipulation.

Amélioration de 'activité systémique grace a une taille de particules plus petite et une
mobilité accrue.

Minimisation de la toxicité grace a I'élimination des solvants organiques par rapport
aux pesticides utilisés conventionnellement et a leurs formulations

Produire I’inoculant en grande quantité et le stocker durant une longue période sous
forme appropriée.

Réduire la possibilité de contamination des inoculant pendant le stockage, le transport
et I’application.

Produire des inoculant avec une forme adaptée aux équipements de semoir existants
Faciliter I’utilisation des PGPR en plein champ/sous serre par les agriculteurs ;

De plus, les capsules sont biodégradables et non toxiques.
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I. Objectif de travail

Cette ¢tude a pour but de (i) Isoler et caractériser morphologiquement et biochimiquement
des souches de PGPR a potentiel élevé, (ii) Elaborer et formuler des bioengrais a base de
consortium de souches PGPR et enfin (iii) évaluer, sous serre, les capacités biostimulantes et
de biocontrole des consortiums élaborés. Les résultats et les conclusions de cette étude
contribueront a 1’exploration et a 1’exploitation des ressources microbiennes bénéfiques pour

renforcer les pratiques agroécologiques et la production agricole en Algérie.

II. Lieu d’expérimentation
Ce travail a été réalisé au sein du laboratoire de recherche des ressources génétiques et
biotechnologies (L-RGB) a I’Ecole Nationale Supérieur Agronomique ENSA El-Harrach. La
culture a été réalisée en serre controlée de ENSA..Les analyses du sol et I’évaluation de 1’effet
des bioengrais sur la croissance des plantes, ont été effectué dans le laboratoire pédagogique du

département de productions végétales.

III. Matériel utilisés

1. Matériel bactérien

Le matériel bactérien utilisé dans cette expérimentation comprend des souches
nouvellement isolées a partir des rhizosphéres des quelques plantes cultivées et spontanée dans

les régions de Biskra et Ain defla.

2. Matériel végétal

L’investigation de I’effet des souches isolées sur la croissance et la sante des plantes a été
réalisée sur une plante modele, le blé dur (7riticum durum), variété Oued El Bared. Cette plante
a été choisi pour son importance dans les systémes de culture en Algérie, pour sa germination
rapide, et afin de préparer a l'utilisation des formulations de bioengrais en plein champ l'année
prochaine. Les semences ont été fournies par I’ Institut Technique des Grandes Cultures (ITGC),

station de Khemis-Miliana, Ain Defla.

3. Sol agricole
Pour estimer le potentiel biostimulant et biocontrole des formules, un sol agricole
provenant de la wilaya de Ain Defla a été utilisé. La démarche, le motif et le choix du sol ont

¢été détaillés de maniere approfondie dans la section correspondante (voir page 32).
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IV. Meéthodes de travail

Partie 1 : Isolement et caractérisation des souches PGPR

1. Prélévement des échantillons, isolement et purification des souches PGPR

1.1. Echantillonnage du sol

Quatre échantillons de sols rhizosphériques ont été prélevés au cours du mois de
septembre 2022, dans la station CRSTRA de Biskra et le mont de Zeccar. L'échantillonnage a
¢été réalisé a partir de la rhizosphére du palmier dattier et de la plante sauvage Suaeda sp.
(Biskra), ainsi qu'a Zeccar a partir de la rhizosphére de Marrubium vulgare et de Pardoglossum
cheirifolium. Les plantes ont été sélectionnées de manicre aléatoire en ciblant celles qui
poussent dans des conditions extrémes. Les échantillons ont été placés dans des pots stériles

hermétiques, puis conservés au réfrigérateur a 4°C jusqu'a leur utilisation (Figure 5).

Pardoglossum

Marrubium l cheirifolium
vulgare ||

Figure 5: Echantillons de sol rhizosphérique (originale)

1.2. Isolement des souches PGPR
L'isolement des souches PGPR a ét¢é effectué en suivant la méthode de ‘série de dilution’
telle que décrite par Kushwaha et al. (2013). Brievement, dans des tubes a essai stériles de 10
mL, 1 g de chaque échantillon du sol rhizosphérique a ét¢ mélangé avec 9 ml d'eau distillée
stérile pendant 20 minutes a l'aide d'un vortex (150 tr/min) pour assurer I'homogénéité de la
solution.

Ensuite, une série de dilutions entre 10" et 1077 a été réalisée pour chaque échantillon.
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1.3. Ensemencement et incubation

Afin d'isoler une large diversité de taxa bactériens et de sélectionner des souches plus
performantes et tolérantes aux conditions de stress abiotique (salinité), deux milieux de culture
spécifiques et trés utilisés pour la culture des bactéries rhizosphériques ont été utilisés :
** Milieu King B (Annexe 1) : King B normal ou modifie en ajoutant une concentration de 1,5
% de NaCl.
** Milieu YEM (Annexe 2) : YEM normal ou modifie par I’ajout d’une concentration de 1,5
% de NaCl.
Par la suite, 1 ml obtenu a la fin la série de dilution pour chaque échantillon a été déposé dans
des boite de pétri contenant les milieux de culture (chaque goutte de 1 ml a été déposée sur les
4 milieux, avec 3 répétitions chacune) (Figure 6). Ensuite, les boites de pétri elles ont été

incubées pendant 72 heures a 28°C dans une étuve.

Figure 6: Isolement et ensemensement des souches PGPR
(originale)

1.4. Sélection des colonies bactériennes

Apres la fin de la période d'incubation, les colonies bactériennes ont été observées
visuellement sur les boites de pétri contenant les différents milieux de culture, puis 18 colonies
bien isolées présentant une morphologie similaire ont été sélectionnées (4 souches choisies a
partir du milieu King B, 5 souches a partir du King B + NaCl, 6 souches du milieu YEM, et
enfin 3 souches a partir du YEM + NaCl).
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Les isolats ont été prélevés puis ensemencés sur leur milieu d'isolement frais respectif,
puis elles ont été incubées de maniere similaire a la précédente. Les 18 souches ont été codées

pour faciliter leurs utilisations.

1.5. Purification des isolats PGPR

Un ensemencement par strie d'épuisement, selon la méthode des quadrants a été réalisé
pour obtenir des cultures pures. Chaque souche a été ensemencée sur son milieu de culture et
incubée pendant 48 heures a 28°C. Des examens macroscopiques (la taille, la forme, la couleur,
la surface, I'¢lévation... ) et microscopiques (coloration des Gram) ont été effectués pour

vérifier et confirmer la pureté de nos isolats.

1.6. Conservation des isolats

» Pour une longue durée
Pour une conservation a long terme, le glycérol a été employé, chaque souche pure
fraichement prélevée a été ensemencée et incubée dans 10 ml de la solution nutritive stérile
(Annexe 03) a 28°C. Apres 24 heures d'incubation, 1ml a été prélevé, placé dans un tube
Eppendorf, puis centrifugé (a 5000 tours/minute pendant 10 minutes). Ensuit le surnageant a
été retiré et 1ml de solution de glycérol a 30% a été ajouté avant d’étre conservé a -20°C.
» Pour une courte durée
La conservation a courte terme a été réalisée sur les milieux de culture King B et YEM,
les souches pures ont été ensemencées et incubées pendant 48 heures a 28 °C. Ensuite, elles ont
¢té maintenues a 4 °C. Plusieurs copies de chaque souche ont été conservées pour permettre

une utilisation ultérieure dans les différents tests.

2. Identification et caractérisation des PGPR

2.1. Caractérisation macroscopique

L'examen macroscopique des isolats consiste en une analyse de l'aspect morphologique
des souches. Il implique I'observation visuelle des colonies obtenues sur leur milieu de culture
apres 24 4 48 heures d'incubation. Cette observation tient compte de la taille des colonies (petite,
moyenne ou grosse), de la chromogénese (couleur de la colonie), de la forme des colonies
(rondes, irréguliéres), de I'odeur (avec ou sans odeur) et de la surface des colonies (lisse,

rugueuse, séche ou dentelée) (Joffin et Leral, 2006).
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2.2. Caractérisation microscopique

La coloration de Gram publiée par Hans Christian Gram en 1884 c’est la méthode la plus
importante pour I’identification des bactéries, elle permet également de les différencier et de
les classer en deux catégories distinctes : bactérie a Gram + et a Gram -. Cette méthode permet
aussi de fournir une analyse morphologique des bactéries. On peut observer les différentes
formes (bacille, coccobacilles et coque), ainsi que les tailles et les structures de regroupement
(en amas, en chaine, isolées, diplocoque ou diplobacille).

Pour effectuer la coloration de Gram de nos isolats, un frottis bactérien a été réalisé en
versant une goutte d'eau distillée sur une lame de verre, en prenant un fragment de colonie a
l'aide d'une pipette pasteur boutonnée, en dissociant attentivement l'inoculum dans I'eau
distillée et en laissant sécher. La préparation a été fixée a la flamme, soigneusement séchée et
laissée refroidir. La lame a été plongée dans la solution Cristal Violet pendant une minute avant
d'étre lavée avec de I'eau. Par la suite, la lame a été¢ immergée dans du Lugol pendant une minute
en agitant, puis lavée avec de I'eau. La préparation a été¢ décolorée dans I'alcool jusqu'a ce que
la couleur violette disparaisse, puis elle a été lavée avec de 1'eau. La préparation a €té a nouveau
colorée avec la solution de safranine diluée pendant 20 a 30 secondes, a été lavée avec de 1'eau
et a ¢ét¢ séchée a l'air. L’ensemble, recouvert d’une lamelle, a été observé sous microscope

optique a I’objectif x 100, en immersion avec de I'huile (Figure.7).

A
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Figure 7: Coloration de Gram des souches (originale)
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2.3. Caractérisation biochimique
Dans le but de déterminer les capacités de chaque souche a promouvoir et booster la croissance
(biostimulant) et la santé des plantes (biocontrole), ainsi que la fertilit¢ du sol, les traits PGP

(Plant Growth Promoting) des isolats ont été évalués par des tests spécifique.

2.3.1. Fixation d’azote atmosphérique

Le protocole de Rodge et al. (2016) a été suivi pour estimer le potentiel et sélectionner
les meilleures souches fixatrices d’azote. Sur un milieu Ashby stérile sans azote (Annexe 04),
les isolats bactériens ont €té striés puis incubés dans une étuve a une température de 25°C
pendant 48h. La croissance des bactéries sur le milieu de culture indique leurs capacités de fixer

l'azote atmosphérique.

2.3.2. Solubilisation du phosphore

La capacité des souches bactériennes a solubiliser le phosphate inorganique a ét¢ analysée
sur le milieu de Pikovskaya solide (PVK) contenant du Ca3(PO4)2 comme seule source de
phosphate (Annexe 05) (Pikovskaya, 1948). Les isolats ont été inoculés en spots de 10ul dans
le milieu PVK, puis ont été placées dans une étuve a 30°C pendant 72 heures. La formation
d’une zone claire autour des spots indique que la souche est capable de solubiliser le phosphate

(Alam et al., 2002).

2.3.3. Solubilisation du zinc

La capacité de isolats a solubiliser le zinc a été effectué en suivant la méthode Goteti et
al. (2013). Les souches ont été striés sur le milieu gélosé stérile contenant I’Oxyde de zinc
(Zn0O) insoluble comme seule source de zinc (Annexe 06), puis elles ont été incubées a 30°C
pendant 72h. La formation d’une zone claire autour des colonies bactériennes indique la

solubilisation du zinc par ces bactéries.

2.3.4. Production d'indole (AIA)

Le test a pour but de vérifier si les souches sont capables de synthétiser des hormones de
croissance telle que I’indole (auxine). Les isolats ont été cultivée dans un bouillon tryptone
(Annexe 07), puis mis dans une étuve a 37°C pendant 48h. Apres incubation, le réactif de
Kovac a été ajouté aux tubes. La présence d'un anneau rouge cerise a la surface indique un

résultat positif pour le test, tandis que son absence indique un résultat négatif.
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2.3.5. Production d’ammoniaque

La procédure de Islam et al. (2022) a été suivie pour examiner 1’aptitude des isolats
bactériens a produire I'ammoniac. D'abord, les souches ont été inoculées dans de 1’eau
préptonée (Annexe 07), incubées pendant une durée de 96 heures a 30°C. Ensuite, 1 ml de
réactif de Nessler a été ajoute a la solution (Annexe 08).

L’observation d'une couleur jaune a brunatre montre un résultat positif pour la production

d'ammoniac, tandis que 'absence de cette couleur est interprétée comme un résultat négatif.

Le potentiel de biocontrole des invasions pathogéniques ou d'autres maladies des plantes
par les souches PGPR est principalement 1ié a leur capacité a produire une quantité suffisante
d'enzymes « lytiques ». Un screening, a travers plusieurs tests, a été réalisé pour évaluer et

identifier les isolats présentant des activités enzymatiques :

2.3.6. Production de catalase

L'objectif de la réalisation de ce test était d'analyser l'activité catalase (enzymatique) des
souches bactériennes. Sur une lame en verre, on dépose I'inoculum fraiche de chaque souche,
puis on ajoute une goutte du peroxyde d'hydrogene (H202) a 3 %. La formation des bulles d’air
(dégagement gazeux de dioxygene) aprés quelques secondes, confirme la présence d’une

activité catalase (Apostol et al., 1989).

2.3.7. Production d’amylase

En utilisant un milieu gélosé spécifique contient de I’amidon (Annexe 09), les isolats ont
¢été ensemencés dans des puits (disques) et incubés a une température de 30°C pendant une
durée de 72 h. Une solution de Lugol a été ajoutée a la surface des boites. Apres les avoir
laissées reposer pendant quelques minutes, les boites ont €té rincées par l'eau distillée. La
présence d'une zone claire autour des disques confirme 1’activité amylasique des souches

(Vidyalakshmi et al., 2009).

2.3.8. Production de protéase
La production de protéase par les souches a été effectué selon le protocole mentionné par
(Modi et al., 2017). Sur un milieu de culture gélosé contient du lait écrémé (Annexe 10), les

souches ont été¢ ensemencées dans puis incubées a 30°C pendant une durée de 48 h. La présence

27



Matériel et Méthodes

d’une activité protéase est marquée par 1’apparition d’un halo transparent autour des colonies

bactériennes.

2.3.9. Production d’estérase et de lipase

Les activités d’estérase et de lipase ont ét¢ déterminées selon la méthode de Sierra (1957).
Les souches bactériennes ont été cultivées sur une gélose nutritive modifiée (Annexe 11). Pour
mettre en évidence l'activité estérasique, le Tween 80 a été ajouté. Cependant, l'activité
lipasique a été révélée par 1'ajout du Tween 20 (Carrim et al., 2006).

Les isolats ont été ensemencées puis incubées a une température de 30°C pendant une
période de 48h. L’observation d'un halo clair autour des colonies indique la présence d'activités

estérasiques et lipasiques.

La mesure de I’indice de solubilisation du phosphore et du zinc et méme la production
des enzymes hydrolytiques amylase, estérase et lipase est effectuée selon la formule suivante :
Indice de solubilisation = diametre de la colonie + diamétre de la zone claire / diamétre de la

colonie.(Yasmin et al.,2020).

Partie 2 : Développement et élaboration des formules de bioengrais
1. Compatibilité des souches isolées

Avant la formulation des consortia de bactéries, la compatibilité entre chaque paire de
souches a ét¢ vérifiée en utilisant la méthode de confrontation (striés croisées) des plaques telle
que décrite par Raja et al. (2006). Sur un milieu King B, les cultures bactériennes ont été étalées,
avec une souche principale au centre de la boite et l'autre souche disposée de maniere
perpendiculaire. Ensuite, elles ont été incubées dans une étuve a une température de 28°C
pendant une période de 48 heures. L'apparition d'une zone d'inhibition (zone claire) entre les
deux souches indique que les souches sont incompatibles. Alors que, I'absence de la zone claire

montre la compatibilité entre les deux.

NB : Chaque test (traits PGP ou compatibilité) a été répété en minimum trois fois pour chaque

souche.
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2. Classification et sélection des souches et design des formules des bioengrais
Les 18 souches ont été classée et sélectionnée en basant sur les résultats de 1’estimation

et la caractérisation biochimique (traits PGP) des souches. De plus, la compatibilité mutuelle
entre les isolats a €té prise en considération lors de la formation du bioengrais.
Globalement, les souches ont été classées en 4 catégories :

» Souches capables de fixer 1'azote atmosphérique (biostimulation).

» Souches améliorant 1’acquisition des nutriment (Phosphore et Zinc), (biostimulation).
» Souches ayant un potentiel de production de phytohormones (biostimulation).
>

Souches ayant des activités enzymatiques remarquable (biocontrdle).

e Formulation des bioengrais
Pour formuler et développer des bioengrais présentant des qualités et efficacités €levées,
des consortia de souches intégrales ont été élaborés en tenant compte de la complémentarité
entre leurs catégories assignées. Par exemple, un biofertilisant (consortia) peut contenir a la fois
une souche a tres haut potentiel de fixation d’azote, une souche a un potentiel de solubilisation
du phosphore, une souche avec une capacite de production de phytohormones, et une souche
avec une activité enzymatique. De la méme maniere, des formulations ont été congues en
utilisant des souches ayant un potentiel similaire, par exemple, une souche fixatrice d'azote avec
une autre souche fixatrice d'azote, ou en regroupant des souches ayant uniquement des capacités
d'activité enzymatique. Les formules ont été élaborées en utilisant de deux a sept souches.
Les ¢léments cruciaux a prendre en considération lors la conception des formules sont :

= Azote + Phosphore

= Azote + Phosphore + Zinc

= Azote + Phosphore + Zinc + AIA + Ammoniaque

= Lipase + Estérase + Amylase + Protéase

= Azote + Phosphore + Lipase + Estérase + Amylase + Protéase

= Azote + Phosphore + Zinc + Lipase + Estérase + Amylase + Protéase

= Azote + Phosphore + Zinc + AIA + Ammoniaque + Lipase + Estérase + Amylase +

Protéase

Plusieurs combinaisons entre les différentes souches bactériennes ont été testées, conduisant au
total a 14 formules (bioengrais) qui ont ét¢ nommées : F1, F2, F3, F4, F5, F6, F7, F§, F9, F10,
F11, F12, F14 (voir partie résultats).
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3. Microencapsulation de bioengrais
La microencapsulation des 14 formulations de bioengrais a été réalisée selon le protocole
de He et al. (2016) avec de Iégeres modifications. Pour ce faire, deux polymeéres, le premier est
I’alginate de sodium a 2 % (NaAlg) et l'autre le cellulose a 2 % de, ont été mélangées avec les
solutions bactériennes (formules) dans un rapport respectif de 2:1 (polymeres : solutions
bactériennes). Les mélanges contenant les formules et les polymeéres ont été ajoutés goutte a
goutte a I’aide d’un dispositif spécial dans la solution de réticulation CaCl2 (2%).
NB : Pour la solution bactérienne (formules), Il s'agit d'une combinaison des souches qui ont
¢été incubées individuellement pendant 24 heures dans un milieu King B liquide. Dans chaque
formule, la concentration des souches est égale.
La microencapsulation est réalisée a l'aide d'un appareil semi-automatique que nous avons

développé et congu pour faciliter et accélérer I'opération (Figure 8).

Figure 8: Notre dispositif de microencapsulation (originale)

30



Matériel et Méthodes

Les billes obtenues (formules de bioengrais) ont été lavées deux a trois fois avec de I’eau
distillée stérile, puis elles ont été séchées a 40°C dans une étuve. Les microcapsules séchées ont
¢té placées dans des boites stériles et stockées a une température de 4°C en vue d'une

expérimentation ultérieure.

Parti 3 :Evaluation du potentiel biostimulant et biocontrdle des formules élaborées

Dans le but d'évaluer la performance et l'efficacité de nos bioengrais composées de
plusieurs consortia de PGPR encapsulées en tant que biostimulant et agent biocontrole pour la
croissance, le développement et la sante de blé dur Var. Oued El Bared (voir la section matériel),
ainsi que sur la fertilité du sol, un essai a été conduit dans la serre contrdlée de 1'école nationale

supérieure d'agronomie ENSA El- Harrach.

1. Principe de sélections de formules :
Apres la formulation et I'¢laboration des bioengrais, en se basant sur les caractéristiques

principales de chaque formule, celles-ci ont été classées en deux catégories principales :

» Formules avec un potentiel biostimulant : Ce groupe contient des souches caractérisées
par des capacités ¢levées de production d'hormones de croissance, fixation de l'azote...
Il renferme les quators (14) formules suivantes : F1, F2, F3, F4, F5, F6, F7, F§, F9, F10,
F11,F12, F13, F14.

» Formules avec un potentiel biocontréle : Ce groupe contient des souches caractérisées
par des activités enzymatiques remarquables. Il renferme les huit (8) formules

suivantes : F3, F4, F5, F6, F9, F12, F13, F14.

2. Sol agricole utilisé

Le sol utilisé dans notre expérimentation est constitué d'un mélange de deux sols infectés
par des pathogénes lors la culture dans la wilaya d'Ain Defla. Le choix de ces sols a été effectué
suite a une prospection menée aupres des services agricoles de la wilaya (DSA), qui nous ont
fourni des informations sur les parcelles ayant présenté des infections par des pathogenes.
Dans notre démarche (tres utilisée a 1’échelle mondiale), les sols agricoles (réel) ont été utilisés
pour plusieurs raisons : afin de tester les effets des formulations dans des conditions trés proches
de la réalité en vue de passer prochainement a I'examen des formules en plein champ, et pour
¢évaluer l'efficacité et l'aptitude des formules en tant qu'agents de biocontrole des "soil-borne

patho gens" (Akhtar et al. 2018).
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Les deux sols sont :

» Sol 1: Sol provient d'une culture de pomme de terre déclarée infectée par le
Fusarium.
» Sol 2 : Sol provient d'une culture de tomates industrielles officiellement déclarée

infectée par plusieurs pathogenes.

Le sol utilisé pour le test biostimulant, ainsi que pour les traitements témoins (test biostimulant),

a été placé dans une étuve pendant 48 heures a 105 °C afin d'assurer la désinfection.

3. Stérilisation et mise en germination des graines

Les graines de bl¢ sont stérilisées en surface avec une solution d’hypochlorite de sodium
(2%) pendant 30 mn et rincées plusieurs fois a I’eau distillée stérile. Ensuite, elles sont placées
en germination dans des boites de Petri sur du papier filtre imprégné d'eau distillée, avec 25
graines par boite. Les boites de pétri sont placées a I’obscurité dans un germoir a 20°C/ 48 h.

(Figure 9)

Figure 9: Stérilisation et mise en germination des graines de blé dur
(originale)

4. Design de I’expérimentation
L’effet des formules sur la croissance et la santé du blé a été évalué par une culture en pots en
serre. La croissance de blé a ét¢ effectuée dans des pots de 5 litres, placés aléatoirement. Les
pots remplis du sol agricole infecté ou désinfecté ont été percés au fond de quatre trous afin
d'assurer le drainage de 1'eau (Figure 10). Dans chaque pot, nous avons placé trois plantules

pré-germées de 48 heures
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Figure 10 : Rempolissage des pots ac le mélange de sol (originale)

4.1. Evaluer le potentiel biostimulant :

Seize (16) traitements différents ont été réalisés en utilisant le mélange de sol dsinfecté
uniquement, avec quatre répétitions pour chaque traitement. Les quatorse formules de
bioengrais : F1, F2, F3, F4, F5, F6, F7, F8, F9, F10, F11, F12, F13 et F14 ont été appliquées
(chacune dans 4 pots) deux fois au cours de la croissance des plantules de blé. Un traitement
T1, servant de témoin sans apport de bioengrais, a été installé. Les 14 traitements et le témoin
T1 ont été régulierement irrigués avec de 1'eau de robinet. Un deuxiéme traitement témoin (S)
a ¢été¢ également installé, il consistait a les irriguer les plantes avec une solution nutritive
équilibrée de Hoagland (Annexe 12) et sans apport de formules. Ce témoin a été utilisé¢ pour
estimer le degré de I’efficacité et de performance de nos formules en les comparant a cette

solution.

4.2. Evaluer le potentiel biocontrole :

Les formules F3, F4, F5, F6, F9, F12, F13, et F14 composées principalement de souches
ayant des activités enzymatiques remarquables ont été examinées pour leur pouvoir de
biocontrole et promotion de la croissance de blé dans un sol infecté¢ par des "soil-borne
pathogens". De méme maniere que précédemment, les formules ont été appliquées deux fois.
Un traitement T1, servant de témoin sans apport de formules, a été installé et un deuxiéme

témoin S est utilis€¢ pour comparaison. Chaque traitement a été répété 4 fois.
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Pour les deux tests, les formules ont été appliquées deux fois, le premier apport a été
effectué lors la plantation. Le deuxiéme apport a été réalisé 15 jours apres la plantation (stade

3 feuilles) (Figure 11). La dose de fertilisation adaptée est de 4.5 g. pot™!. apport™.

Figure 11: Les apports de nos formules de consortia PGPR encapsulées

(originale)

A : premier apport., B : deuxiéme apport

5. Parameétres étudiés

5.1. Parametres morphologiques

5.1.1. Hauteur des tiges

La hauteur de la tige a été mesurée, pour les deux tests, chaque semaine pendant six

semaines, en utilisant un meétre ruban.

5.1.2. Longueur racinaire
Apres six semaines de culture, un dépotage des pots a été effectué. La partie racinaire de
chaque plant a été nettoyée soigneusement, du sol adhérent, puis sa longueur a été mesurée a

I’aide d’une régle (Figure 12).
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Figure 12: Dépotage et la mesure de la longueur racinaire (originale)

5.1.3. Poids frais et sec de la partie racinaire et aérienne

La tige et la racine de chaque échantillon sont pesées séparément a 1’aide d’une balance
de précision pour déterminer le poids frais de la partie aérienne, ainsi que de la partie racinaire.
Ensuite, le poids sec de chaque partie a été mesuré apres le séchage des échantillons dans une

¢tuve a 60 °C pendant 48 heures.

5.1.4. Taux de mortalité des plants
A la fin de 'essai, nous avons inspecté I'état des plantes afin de déterminer, le cas échéant,
les plants morts, en vue de calculer le taux de mortalité en fonction des traitements et I'état du

sol.

5.2. Parametre biochimique

5.2.1. Teneur en chlorophylle

L’estimation du taux de chlorophylle a été faite selon la méthode de Witham et al. (1971).
Brievement, 0,1 g de feuilles fraiches de chaque échantillon est broy¢ a sec, puis homogénéisé
dans 10 ml d’acétone a 80 % (Figure 13). Ensuite, le broyat obtenu est centrifugé a 4000 tr/min
pendant 10 minutes. L'absorbance du surnageant est mesurée a 663 et 645 nm pour déterminer
respectivement les taux de chlorophylle a et b.

La teneur en chlorophylle est déterminée en utilisant les équations d’ Arnon (1949) :

e Chlorophylle a = 12,7 DO 663 — 2,69 DO 645 (ng/ml)
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e Chlorophylle b =229 DO 663 — 4,68 DO 645 (ng/ml)
e Chlorophylle (a+b) = 8,02 DO 663 + 20,21 DO 645 (ug/ml).
Sachant que : DO 663 : Densité optique lue a la longueur d’onde 663 nm
DO 645 : Densité optique lue a la longueur d’onde 645 nm.

Figure 13: Préparation des broyats pour la mesure des

pigments chlorophylliens (originale)

5.3. Parameétres du sol

5.3.1. Phosphore assimilable (Méthode de JORET — HEBERT)

4 g de sol tamisé ont été placés dans une bouteille avec 100 ml de la solution d’oxalate
d’ammonium, agités pendant 2 heures, puis filtrés (Figure 14). Ensuite, les solutions ont été
dosées en utilisant 1,5 ml de la solution d’extraction, 2 ml de réactif sulfomolybdique et 6,5 ml
de solution d’acide ascorbique. Le mélange a ét¢ homogénéisé, chauffé au bain-marie a 95°C
pendant 10 a 15 minutes, puis a été laissé refroidir avant d’étre mesuré au spectrocolorimetre a
650 nm.

La teneur en ppm de P2Os a été déterminée selon I’équation suivante :

Ppm (P205) = X.U.V/P. v = (X/6).1000

Sachant que:
X : Concentration lue sur le graphe.
U : Volume de solution utilisée (10 ml)

v : Volume de la prise d'essai (1.5 ml)
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V : Volume de la solution d'extraction (100ml)

P : Poids de la prise d'essai (4g)

Figure 14: Agitation du sol avec la solution d’oxalate
d’ammonium (originale)

5.3.2. Respiration basale du sol (Activité Catalase)

Pour évaluer I’activité de la catalase du sol (CAT), la méthode de Guan (1986) a été
utilisée. Un mélange composé de 5 g de sol, 2,5 ml de H202 a 3%, et 20 ml de tampon
phosphate (pH 7) a été incubé a 25°C pendant 20 minutes. Ensuite, pour stopper la réaction, 2,5
ml de H2SO4 a 3 mol/l ont été ajoutés. Le mélange a été filtré a travers un papier filtre, et 15
ml du filtrat ont été titrés a I’aide d’une solution de KMnO4 0,02 mol/l jusqu’a 1’obtention
d’une couleur rose clair. Enfin, le volume de solution de KMnO4 nécessaire a été utilisé pour

¢valuer l'activité de la catalase (Figure 15).
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Figure 15: Titrage de filtrat par la solution de
KMnO#4 (originale)

6. Analyses statistiques des données

Le logiciel Microsoft Excel 2016 a été utilisé pour obtenir des informations statistiques
descriptives simples (telles que les moyennes et 1’écart type). Par la suite, les données
quantitatives récoltées ont été soumis a une analyse univari¢ ainsi qu’a une analyse multivariée
en utilisant le logiciel STATGRAPHICS Centurion, version 19 et le logiciel R.

L’analyse univarié¢ a consisté en une analyse de la variance ANOVA ayant un facteur de
classification. Elle a été réalisée dans le but de mettre en évidence les éventuelles différences
entre les 16 traitements étudiés (deux témoins et 14 formules de consortia de PGPR
encapsulées) en tant que biostimulants. Les groupements homogenes ont également été
déterminé en complétant la premiére analyse par le test de Fischer (LSD).

L’analyse multivariées a consisté en une analyse de la variance ANOVA a deux criteres
de classification et a €té réalisée dans le but de mettre en évidence les différences qui puissent
exister entre les dix traitements étudiées (deux témoins et huit formules de consortia de PGPR
encapsulées) en tant que biostimulant et biocontrdle en méme temps. Cette analyse a été
complété dans le cas de la significativité des différences pour les deux parameétre (traitements

et état du sol) par le test LSD de Fischer afin de regrouper I’effet homogéne des traitements.
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I. Résultats

Partie 1 : Isolement et caractérisation des souches PGPR

1. Isolement des PGPR

L'isolement a partir des différents sols rhizosphériques en utilisant les deux milieux de
culture King B et YEM a permis d'obtenir 18 souches pures, qui ont ét¢ nommées : 1, 3, 4, 5,
6,7,8,9,13,15,17,18, 20,22, 23,24, 25,et26 (Tableau 1). L’isolement a montré une richesse
de diversité des souches bactériennes apparaitre dans les boites (parfois plus de 15 souches sur

la méme boite). Les souches ont été sélectionnées au hasard.

Tableau 1: Souches et leurs milieux d’isolement et de croissance.

Les milieux de culture Les souches
King B 6,7,8,9,13.
King B avec NaCl 15,17, 18, 20.
YEM 3,5,22, 23,24, 25.
YEM avec NaCl 1,4, 26.

2. Caractérisation et identification des souches
Afin d'identifier les isolats, une analyse de plusieurs types de données, englobant les
caractéristiques culturelles, morphologiques et biochimiques des 18 souches bactériennes

obtenues a partir des différentes rhizosphéres, a été réalisée.

2.1. Caractérisation macroscopique
L’observation macroscopique de nos 18 souches a révélé une grande variabilité¢ des
caractéristiques morphologiques entre les isolats comme indiqué dans le tableau suivant

(Tableau 2).

Tableau 2: Caractéristiques culturelles et morphologiques des isolas

Souches Surface Odeur Couleur
1 Lisse - Blanc
3 Lisse - Blanc
4 Lisse - Rose claire
5 Lisse - Blanc
6 Lisse + Créme
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7 Lisse + Creéme

Lisse + Creéme

9 Lisse - Jaune

13 Lisse + Creme
15 Lisse + Creme
17 Lisse + Créme
18 Lisse + Créme
20 Lisse + Jaune
22 Lisse - Créme
23 Lisse - Blanc
24 Lisse - Blanc
25 Lisse - Blanc
26 Lisse - Blanc

+ : présence d’odeur / - : absence d’odeur

2.2. Caractérisation microscopique

Des observations microscopiques ont été effectuées afin de distinguer entre les formes,
les marges et les couleurs des souches isolées. Les résultats obtenus ont montré que la
majorité des souches présentent une forme bacille (10 souches) et les autres une forme coque
(8) (Tableau 3)

.En outre, aprés la coloration de gram (Figure 16), les tous les isolats ont été

caractérisée par une couleur rose. Elles ont donc une réaction négative (Gram -).

Figure 16: Test de Gram sur quelques souches (originale)
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Souches Gram Forme Disposition
1 Gram - Cocci Isolées
3 Gram - Cocci Isolées
4 Gram - Cocci En chaine
5 Gram - Cocci Isolées
6 Gram - Cocci Isolées
7 Gram - Bacille Isolées
8 Gram - Bacille Isolées
9 Gram - Cocci Isolées
13 Gram - Bacille Isolées
15 Gram - Bacille En chaine
17 Gram - Bacille Isolées
18 Gram - Bacille Isolées

20 Gram - Cocci Isolées
22 Gram - Cocci Isolées
23 Gram - Bacille Isolées
24 Gram - Bacille Isolées
25 Gram - Bacille Isolées
26 Gram - Bacille Isolées

2.3.Caractérisation biochimique

2.3.1. Fixation d’azote

La croissance des souches sur le milieu Ashby dépourvu d'azote indique leur capacité a
fixer I'azote atmosphérique (Figure 17). Les résultats obtenus ont révélé que 14 souches parmi
nos isolats ont la capacité de fixer l'azote. La souche 25 a enregistrée la meilleure croissance

(creme observée a un intervalle de 48h) suivie par les souches 3, 4 et 7 (Tableau 4).
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Figure 17: Croissance des bactéries isolées sur le milieu de culture Ashby(originale)

Tableau 4: Capacité de fixation d'azote par les souches isolées

Souches Fixation d’azote Souches Fixation d’azote

1 + 15 +

3 +++ 17 ++

4 +++ 18 ++

5 ++ 20 -

6 - 22 -

7 +++ 23 +

8 ++ 24 ++

9 - 25 ++++

13 + 26 ++

++++ : tres fort croissance /+++ : Forte croissance /++ : Croissance moyenne /+ : Faible

croissance / - : Pas de croissance

2.3.2. Solubilisation du phosphore

La capacité des souches a solubiliser le phosphore se manifeste par la formation d'une

zone claire autour de la colonie dans un milieu PVK. Apres 72 heures d'incubation, seuls les

isolats 6, 7, 13, 15, 9, 20 et 22 qui ont présentés un résultat négatif, tandis que les autres isolats

ont montés un potetiel de transformer le phosphore d’un format insoluble (phosphate
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tricalcique) et le rendre soluble (accessible pour les plantes) (Figure 18). La quantité soluble
varie d’une souche a une autre, comme I’indique ’indice de solubilisation (IS). Le taux le plus

elevee a été enregestre avec la souche 3 (IS = 1,86), suivi par la souche 5 (IS = 1,83), alors que

le taux le plus faible a été pbserve chez la souche 18 (IS = 1,17) (Figure 19).

Figure 18: Solubilisation du phosphore par quelque souches PGPR (originale).

[l

6 7 8 9 13 15 17 18 20 22 23 24 25 26
Souches

Indice de solubilisation

Figure 19: Indice de solubilisation du phosphore par les 18 souches

2.3.3. Solubilisation du zinc
Ce test est réalisé afin de montrer la capacité des isolats de transformer le zinc d’un

format insoluble et le rendre soluble. Un résultat positif s’exprime par la formation d’un halo
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clair autour des colonies PGPR. Les résultats obtenus ont montré que la majorité de nos
isolats présentent des résultats positifs, a I’exception des souches 6, 13, 18, 22, et 26 (Figure

20). L’indice de solubilisation du zinc varient entre 1,67 et 1,64 pour les souches 7 et 23,

respectivement, cependant 1’indice le plus faible avec 1,26 a été révélé chez la souche 17

(Figure 21).

Figure 20: Solubilisation du zinc sur un milieu spécifique (originale)

(A) : résultat des 18 souches (B) : Souche solubilisatrice du zinc (C) : souche incapable de
solubiliser le zinc

indice moyen de solubilité du zinc

1 3 4 5 6 7 8 9 13 15 17 18 20 22 23 24 25 26
Souches

Figure 21: Indice moyen de solubilisation du zinc
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2.3.4. Production d’acide indole acétique (AIA)

Les PGPR boostent la croissance et le fitness des plantes hote directement par la synthése
d’un large gramme des hormones de croissance tels que 1’acide indole-3-acétique (AIA)
(Malhotra et Srivastava, 2008). Il fonctionne comme un signal important dans la régulation du
développement des plantes, stimulation de 1’¢longation racinaire, de la division et de la
différentiation cellulaire.

Les résultats obtenus ont montré que tous les isolats ont réagi positivement avec ce test
par la formation d’un anneau rouge cerise dans la couche supérieure des solutions bactériennes
L’intensité de la couleur varient en fonction du taux d’indole produit par les souches (Figure

22) (Tableau5)

Figure 22: Différentes réactions de production d'AIA par les souches (originale)

2.3.5. Production d’ammoniaque

Apres incubation et I'ajout de 3 gouttes de réactif de Nessler, on a observé que 16 souches
ont manifesté des résultats positifs pour la production d'ammoniaque, identifiables par un
changement de couleur du milieu en une teinte orangé-brun a divers degrés (Figure 23)

(Tableau 5).
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Figure 23: Différentes production d'ammoniaque par nos isolats (originale)

Tableau 5 : Résultats de la production d'AIA et d'ammoniaque par les 18 souches

Souches Production ATA Production d’ammoniaque
1 12 9
3 - 7
4 - 8
5 11 9
6 - 11
7 10 2
8 9 5
9 - -

13 8 13
15 2 16
17 5 14
18 4 12
20 - 6
22 - -
23 3 10
24 7 4
25 6 3
26 1 1




Les chiffres représentent 1'ordre décroissant des souches, du plus productif au moins productif

(chiffre €levé), ou "-" indique 1'absence de production.

2.3.6. Production de catalase

Pour identifier une bactérie, il est préférable de connaitre son type respiratoire. On
retrouve la catalase chez tous les organismes aérobies. 1l s'agit d'un cytochrome faisant partie
de la chaine respiratoire, composée d'une série de transporteurs d'électrons, notamment les
cytochromes.

Le test a montré que les tous les isolats ont une activité catalase positive parce qu'ils ont

dégagé des bulles d'air aprés ajout le peroxyde d'hydrogeéne (H20») (Figure 24).

Figure 24: Réaction positive du test de catalase (originale)

2.3.7. Production de protéase
Les resultst obtenus ont révélé la capacité de 14 isolats a synthétiser I’enzyme de la
protéase, avec des variations de cette capacité d'une souche a l'autre. Les meilleures

potentialités ont été¢ remarqué chez les souches 3, 7 et 25 (Figure 25) (Tableau 6)
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Figure 25: Production de protéase pour les 18 souches.

Tableau 6 : Résultats de la production de protéase

Souches Production de Souches Production de
protéase protéase

1 ++ 15 n

3 - 17 Tt

4 +++ 18 +

5 +++ 20 n

6 - 22 _

7 -+ 23 Tt

8 e 24 n

? - 25 o
13 _ 26 ++

++++ : tres forte production / +++ : Forte production / ++ : Production moyenne /+ : Faible

production / - : absence de production

2.3.8. Production d’amylase

11 isolats ont présenté un résultat positif (capacite de production d’amylase) avec un
indice moyen de production varie de 4,24 pour la souche 3 a 1,21 pour la souche 23, tandis que
les souches 6, 9, 15, 17, 18, 20, et 22 n’ont pas un pouvoir de production d’amylase (Figure

26 ;Figure 27).
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Figure 26 : Quelques résultats du test de production d'amylase (originale)
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Figure 27: Indice moyen de production d'amylase

2.3.9. Production d’estérase

Parmi les 18 souches, 12 ont présenté un résultat positif quant a la production de I'enzyme
estérase. Le calcul de I’indice de production a révélé que la production de ’enzyme la plus
¢levée a €té enregistrée chez les souches 1, 18 et 17 avec 3.81 ; 3,4 et 3,02 respectivement.

Alors que la souche 25 a présenté le taux le plus faible (1.37) (Figure 28 et Figure 29)
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Figure 28: Résultats de production d’estérase,. (originale)

(A) : pour les 18 souches, (B) Souche productrice d’estérase, (C) Souche non productrice
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il ""I
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Figure 29: Indice moyen de production d'estérase

2.3.10. Production de lipase

Les résultats du test de production de lipase ont indiqué que 16 de nos souches ont la
capacité de produire cette enzyme. Le taux de production le plus élevé a été remarque avec la
souche 8 avec un indice de 5,71. Cependant, les souches 9 et 20 ne manifestent pas cette

capacité (Figure 30 ;Figure 31).
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Figure 30: Résultats de production de lipase. (originale)

(A) : pour les tous les isolats, (B) : Souche productrice de lipase (C) : souche non productrice
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Figure 31: Indice moyen de production de lipase par nos isolats
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Partie 2 : Développement et élaboration des formules de bioengrais

1. Compatibilités des souches

Les souches 6, 9, 20 et 22 ont été ¢liminées parce qu’elles ont exprimé un trés faible
potentiel PGP.

La compatibilité entre toutes les combinaisons (par paire) possibles parmi les quatorses
souches isolées a été examiné avant de procéder la formulation des bioengrais. Le tableau 7
montre les résultats obtenus. La majorité des souches ont présenté¢ une compatibilité avec les
autres souches. Cependant, les souches 1, 23, 7 et 18 sont les souches les moins compatible

(Figure 32)

Tableau 7 : Récapitulatif des résultats du test de compatibilité des souches

Souches

I e I I I S I o I S IR

I e I e I S I I S

25 + +

26 + + + + - + + + + - + +
+ : Paire de souches compatibles / - : Paire de souches incompatibles
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Figure 32: Test de compatibilité des souches PGPR (originale)
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2. Sélection, formulation et élaboration des bioengrais

Apres analyse des résultats obtenus par évaluation des traits PGP (biochimique) et le test
de compatibilité entre les souches, nous avons sélectionné 10 souches a savoir : 3, 4, 5, 8, 13,
15, 17, 24, 25, et 26 pour la formulation de bioengrais. 12 formules de bioengrais ont été
¢élaborée, nommés F1 ; F2; F3; F4; F5;F6; F7;F8; F9; F10; F11; et F12. Une 13-éme
formule a été élaborée, composée des souches 1, 7 et 23 qui ne sont pas compatibles avec les
autres. Une autre formule, F14, est constituée des souches sélectionnées au hasard. Le Tableau
8 présente les formules, souches composantes, et les traits PGP de sélection.

Tableau 8 : Formules de bioengrais ¢laborées, souches composantes et leur trait PGP.

Formules Souches Traits PGP remarquables Nombre de
souches dans

la formule
F1 25,3 N, P 2
F2 25,3,8 N, P, Zn 3
F3 8,17,3,25 L,E, A, Pr 4
F4 8,5,17,3,13,25,4 L,E, A, Pr 7
F5 8,4,17,15,5,13,3,25 N,P,Zn, L, E, A, Pr 8
F6 25,3,8,26,24,4,17,13,5 N, P, Zn, IAA,NH3, L, E, A, Pr 9
F7 25,4,3,5 N, P 4
F8 25,4,3,5,8,15 N, P, Zn 6
F9 25,4,3,5,8,15,17,13,26 N,P,Zn,L,E, A, Pr 9
F10 25,3,8,26,24 N, P, Zn, IAA, NH3 5
F11 25,4,3,5,8,15,26,17,24 N, P, Zn, IAA, NH3 9
F12 25,4,3,5,8,15,26,17,24,13 N, P, Zn, IAA,NH3, L, E, A, Pr 10
F13 1,7,23 / 3
F14 7,17, 8 Au hasard 3

Sachant que : N : azote ; P : phosphore ; Zn : zinc ; IAA : indole ; NH3 : ammoniaque , L :

lipase, E : estérase, A : amylase et Pr :protéase.
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3. Microencapsulation des bioengrais
Un dispositif semi-automatique a été développé au cours de la réalisation de ce projet de
recherche et qui nous a permis d’accélérer le processus d’encapsulation des souches. Les
bioengrais obtenus ont une forme de billes blanches, rendues, solides et lisses, renfermant a
l'intérieur les consortia de souches PGPR (Figure 33). Aprés encapsulation, les bioengrais ont

été conservés dans des boites a 4°C jusqu'a leur application (Figure 33).

Figure 33 : Aspect des bioengrais a base des consortia de souches PGPR
(originale)
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Partie 3: Evaluation du potentiel des formules

1. Etude du potentiel biostimulant des formules développées
Cette partie de notre travail vise a examiner le pouvoir stimulant et a vérifier I'effet des
14 formules de consortia de PGPR sur la croissance et le développement du blé dur, ainsi que
sur la teneur en phosphore (P) dans le sol (amélioration de la fertilité du sol). Ce test a été réalisé

en cultivant du blé dur dans des pots, dans des conditions de serre controlées.

1.1.Effet des formules (bioengrais) sur I’évolution de la croissance du blé :

La croissance des plantes a été observée dés la premicre semaine de culture pour tous les
traitements. Elle a varié en fonction des traitements, comme illustré dans la Figure 34 a et b et
le Tableau 9.

L’analyse de la variance (ANOVA) a enregistré, a la premiere semaine (Annexe 13) et a
la troisiéme semaine (Annexe 15), un effet significatif des formules de bioengrais sur la
croissance et la longueur des plantes de blé. Les valeurs moyennes de croissance les plus élevées
a la premicre semaine ont été de 11,7 cm ; 10,98 cm et 10,63 cm respectivement pour F3, F5 et
F4. A la troisiéme semaine, les hauteurs les plus élevées de 30,43 cm ; 30,03 cm et 29,4 cm ont
été enregistré avec F3, F5 et F10 respectivement.

Cependant, le test LSD de Fisher (Différence Significative Minimale) a montré :

A la premiere semaine, l'existence de 7 groupes homogenes qui se sont chevauchés, dont
la formule F3 exprime le premier groupe (a), tandis que la F6 représente le dernier groupe.

A la 3™ semaine, le test LSD a révélé 9 groupes homogeénes qui se sont chevauchés. La
formule F3 a constitué le premier groupe (a) Alors que le dernier groupe est représenté par le
témoin.

L’analyse de la variance n’a révél¢é aucun effet significatif des formules sur la croissance
de bl¢ a la deuxiéme semaine (Annexe 14) et a la quatriéme semaine (Annexe 16). Bien que
les moyennes de toutes les formules aient surpassé celles du témoin.

A la 2°™ semaine, les formules F5 et F3 ont présenté les valeurs les plus élevées, 21,93
cm et 21,88 cm respectivement, cependant le témoin a affiché une longueur de 17,4 cm.

A la 4°™ semaine, les meilleures longueurs, 30,5 cm et 29,78 cm, ont été marquée avec
les formules F3 et F10 respectivement.

L’analyse de la variance a la fin de la culture (les deux derniéres semaines : 5™ et 6°™°
semaine) a indiqué un effet trés hautement significatif de bioengrais sur la croissance et la

longueur des plantes de blé¢ (Annexe 17) (Annexe 18).
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Ainsi, apres 6 semaines de culture, les valeurs de la longueur les plus élevées ont été de :
34,78 cm ; 33,63 cm ; 32,7 cm ; et 32,5 cm obtenues avec F6, F10, F4 et F3 respectivement
(Figure 34 a).

Le test LSD de Fisher a montré 1’existence de plusieurs groupes homogeénes qui se
chevauchent. Les formules F6 et F10 ont constitué les deux premiers groupes (a) et (ab)

respectivement, tandis que le témoin (T1) a formé le dernier groupe.

Figure 34 a : : Effet remarquable des bioengrais sur la croissance de bl¢ durant la

6émé semaines dans le sol désinfecté (originale)
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Figure 34 b: Evolution de la longueur des plantes de blé dur (Var Oued el Bared) en fonction des différents traitements et du temps

Les mesures ont été prises chaque samedi de chaque semaine. Chaque valeur est la moyenne de 04 répétitions. Les étoiles représentent le degré
de significativité des traitements, *** : THS, et * : S

58



Résultats et Discussion

Tableau 9: Carte thermique montrant la dynamique de I’évolution de la longueur des plantes de bl¢ dur (Var Oued el Bared) en fonction des
différents traitements et du temps

M | s | 1 | R | 9 | F10 | F11 | F12 | F13 | F14 |
cd abc bc abc bc abc abc bed abc abc
S1* 8,17 9,275 8,85 abc 9,6 10, 625 10, 975 10,35 8,875 9,45 9,35 8,8 9,125 9,875
S2 19,075 20,475 20, 725 18, 9 19, 375 19,75 19,65 19,875
cde de bcde abcd abcd abcde abcd abcd abcd abcde
S3* 25,575 25 2 25,825 27,425 28,275 27,1 27,275 27,225 27,45 26,325
sa4 27,375 27,425 28,375 29,15 27,725 - 28,475 28,625
efg cde de def de def de abcd def
S5k k* 27,525 30,175 29,875 29,475 29,825 28,825 30,075 28, 475 31,15 28,475
de bcde bcde abc cde cde cde cde bcde cde
SE*** 29,525 30,9 31,675 32,5 30,075 30,25 30,475 28, 825 30,225 31,65 30,2

Chaque valeur est la moyenne de 04 répétitions. Les étoiles représentent le degré de significativité des traitements, *** : THS, et * : S. Les lettres
minuscules représentent les groupes homogenes selon un test LSD de de Fisher. Les nuances des couleurs représentent les niveaux de la longueur
des plantes, plus la couleur est chaude plus la longueur est élevée. S1 : premiére semaine , S2 : deuxiéme semaine, S3 : troisiéme semaine , S4 :
quatriéme semaine , S5 : cinquiéme semaine , S6 : sixiéme semaine
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1.2.Effet des formules sur la longueur des racines

La mesure de la longueur des racines de bl¢ a été réalisée a la fin de la période de culture
pour I'ensemble des traitements. La longueur varie en fonction des différentes formules, comme
indiqué dans la Figure 35. Ainsi, aprés six semaines de culture, On a observé que la formule
F4 s'est démarquée avec la plus grande longueur de racines, atteignant 45,63 cm, suivie de pres
par F3 avec 44,5 cm, et F6 avec 43,25 cm. En revanche, les valeurs les plus basses ont été
enregistrées avec la formule F11, atteignant 29,75 cm.

De plus, I’analyse de la variance a mis en évidence un effet significatif des différentes
formules de consortia de PGPR sur la longueur des racines de bl¢ (Annexe 19).

Le test LSD de Fisher a identifi¢ 9 groupes homogenes, dont les formules F4 et F3 ont

constitué le premier groupe homogeéne (a).

60

50 F

sl

F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9 F10 F11 F12 F13 Fl14
Traitements

Figure 35 : Longueurs moyennes des racines des différents traitements aprés 6 semaines
de culture

Chaque valeur est la moyenne de 04 répétitions. Les barres d’erreur représentent & 1’écart
type. Les lettres minuscules représentent les meilleurs groupes homogenes selon un test LSD
de de Fisher.
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1.3.Effet des formules sur le poids frais de la partie aérienne

La Figure 36 montre une variation de la biomasse fraiche aérienne du blé, aprés six
semaines de culture, qui a été¢ influencée par les différentes formules appliquées. Les
formulations F3, F6, F2 et F9 ont enregistré les valeurs les plus élevées, atteignant
respectivement 1,31 g/plante, 1,2 g/plante, 1,03 g/plante et 1,2 g/plante. Cela représente des
augmentations de 140,55 %, 121,65 %, 89,4 % et 88,48 % par rapport au témoin T1, et de
103,11 %, 87,16 %, 59,92 % et 59,14 % par rapport au témoin S. En contraste, la formule F14
a présenté la plus faible biomasse se situant en dessous du témoin, avec seulement 0,58 g/plante.

L’analyse de la variance a la 6°™ semaine de culture a effectivement illustré un effet trés
hautement significatif des formules de bioengrais sur le poids frais de la partie aérienne des

plantes de blé (Annexe 20).

En effet, le test LSD de de Fisher a identifi¢ 7 groupes homogenes. Les traitements F3 et

F6 composent le premier groupe (a).
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Figure 36 : Biomasse fraiche de la partie aérienne des différents traitements apres 6
semaines de culture

Chaque valeur est la moyenne de 04 répétitions. Les barres d’erreur représentent + I’écart
type. Les lettres minuscules représentent les meilleurs groupes homogeénes selon un test LSD
de de Fisher.
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1.4.Effet des bioengrais sur le poids sec de la partie aérienne

Les résultats obtenus ont révélé que les formules de bioengrais ont boostées le poids sec
de la partie aérienne du blé. Les meilleurs poids ont été enregistrés avec les formules F2, F3, et
F11 avec 0 ,25g;0,24¢g ; 0,21g, respectivement. Cependant, les mesures les plus faibles ont été
obtenus par les témoins S et T1 qui ont noté des valeurs de 0,133 et 0,123 g respectivement
(Figure 37).

Par ailleurs, ’analyse de la variance a révélé un effet significatif des formules de
bioengrais sur le poids sec de la partie aérienne (Annexe 21).

Le test LSD de Fisher a révélé I’existence de 7 groupes homogenes, dont la F2 représente

le premier groupe (a).
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Figure 37: Poids sec de la partie aérienne des différents traitements apreés 6 semaines de
culture.

Chaque valeur est la moyenne de 04 répétitions. Les barres d’erreur représentent & 1’écart
type. Les lettres minuscules représentent les meilleurs groupes homogeénes selon un test LSD
de de Fisher.
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1.5.Effet des formules sur le poids frais de la partie racinaire

Les meilleurs résultats ont été obtenus avec les formules F6, F4 et F3. Les poids frais des
racines dans ces trois formules ont été de 0,28g/plante ; 0,213g/plante et 0.21g/plante, soit des
augmentations de 233,33% ; 157,58% et 154,55%, respectivement, par rapport au témoin T1.
Cependant, les formules F13 et F14 ont montré les poids les plus faibles (Figure 38).

L’analyse de la variance a indiqué un effet trés hautement significatif de 1’application des

bioengrais sur le poids frais de la partie racinaire du blé (Annexe 22).

Le test LSD de Fisher a révél¢ I’existence de 13 groupes homogenes, dont la formule F6

représente le premier groupe.
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Figure 38: Poids frais de la partie racinaire des différents traitements apreés 6 semaines
de culture.

Chaque valeur est la moyenne de 04 répétitions. Les barres d’erreur représentent & 1’écart
type. Les lettres minuscules représentent les meilleurs groupes homogenes selon un test LSD

de de Fisher.
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1.6.Effet des formules sur le poids sec de la partie racinaire

Le poids sec des racines, mesuré apres séchage des racines fraiches, illustré dans la
Figure 39, a dévoilé une variation de la biomasse seche moyenne de la partie racinaire en
fonction des différentes formules. Des augmentations remarquables ’ordre de 143,75 %,
118,75 % et 112,5% par rapport au témoin T1 et de 116,67 % ; 94,44 % et 88,89 % par rapport
au témoin S ont été enregistrées par les formules F3, F6 et F10 respectivement. En revanche,
les formules F13 et F1 ont présenté les biomasses les plus faibles, avec 0,4 g/plante et 0,38
g/plante, respectivement.

L’analyse de la variance a illustré un effet trés hautement significatif des formules de
bioengrais sur le poids sec de la partie racinaire des plantes de blé¢ (Annexe 23).

En effet, le test LSD de de Fisher a révélé 10 groupes homogenes, dont les formules F3

et F6 forment les deux premiers groupes (a) et (ab).
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Figure 39: Poids sec de la partie racinaire des différents traitements apres six semaines
de culture.

Chaque valeur est la moyenne de 04 répétitions. Les barres d’erreur représentent + 1’écart type.

Les lettres minuscules représentent les meilleurs groupes homogénes selon un test LSD de de

Fisher.
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1.7. Investigation de ’influence des formules sur le taux du phosphore assimilable
dans le sol

Le phosphore est 1'un des ¢léments nutritifs majeurs pour les plantes, essentiel a leur
croissance. Il favorise le développement des racines, du tallage et contribue a la précocité de la
floraison. De plus, il participe a diverses fonctions métaboliques, notamment la synthése des
protéines (War et Shaktawat, 2003). Cependant, il est considéré comme 1’'un des éléments
nutritifs les moins disponibles dans le sol. De plus, les formes de phosphore disponibles dans
le sol ne sont pas directement assimilables par la plante et la biomasse microbienne « P » joue
le réle le plus important dans sa solubilisation (Ragothama et Karthikeyan, 2005).

La Figure 40 montre les taux de phosphore assimilable dans les sols obtenus apres la fin
de la culture. Les valeurs les plus ¢élevées étaient dans 1'ordre de 307,44 ppm ; 288,61 ppm et
285,78 ppm obtenues par les formules F12, F11 et F10 respectivement.

L’analyse de la variance a montré un effet significatif des bioengrais sur le taux de
phosphore assimilable dans le sol.

Le test LSD de Fischer a révélé 4 groupes homogenes, le premier groupe (a) étant
représenté par la formule F12, cependant les formules F4 et F5 forment le dernier groupes (c)

(annexe 24).
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Figure 40: Taux du phosphore assimilable dans le sol obtenus apres application des
bioengrais.

Chaque valeur est la moyenne de 03 répétitions. Les barres d’erreur représentent & 1’écart
type. Les lettres minuscules représentent les meilleurs groupes homogénes selon un test LSD
de de Fishe
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1.8. Impact des formules de PGPR sur le teneur en chlorophylle

La mesure de la teneur de la chlorophylle des cultures fournit des informations sur 1’état
physiologique et sanitaire des plantes car la concentration de chlorophylle dans les feuilles est
liée a la teneur en azote et par conséquent, a la photosynthése (Haboudane et al., 2008). La
chlorophylle est donc un indicateur crucial de la croissance, santé et du rendement des plantes
(Boutchich et al., 2016).

Les résultats relatifs a la teneur en chlorophylle ont dans les différents traitements ont été
présentés dans la Figure 41. On observe que les formules F4 et F14 ont affiché les teneurs les
plus élevées avec 13,23 pg/ml et 12,82 pg/ml, respectivement.

L’analyse de la variance a révélé un effet significatif de I’application de bioengrais sur la
teneur en chlorophylle.

Le test LSD de Fisher a identifié la présence de 6 groupes homogenes, avec le premier
groupe (a) représenté par la formule F4 et le dernier groupe (d) exprimé par la formule F71

(Annexe 25).

14 Fape abe be

Tl

F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9 FI0 Fl11 F12 F13 Fl4
Traitements

Chlo a (ug/ml)
=)

Figure 41: Teneur en chlorophylle des différents traitements aprés 6 semaines de
culture.

Chaque valeur est la moyenne de 03 répétitions. Les barres d’erreur représentent & 1’écart
type. Les lettres minuscules représentent les meilleurs groupes homogenes selon un test LSD
de de Fisher.
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1.9. Discussion

Selon les résultats obtenus pour les différents parameétres étudiés, on a observé que la formule
F3, suivie de pres par la F6, s'est avérée étre les plus performantes en termes de capacité
biostimulante pour la majorité des paramétres étudiés. Elles ont montré des augmentations de
28,37 % ; 30,59 % ; 140,55 % ; 91,84 % ; 154,55 % ; 143,75 % et 20 % ont été enregistrées par
rapport au T1 avec la formule F3 et de 37,08 % ; 26,93 % ; 121,66 % ; 51,02 % ; 233,33 % ;
118,75 % et 4,79 % ; avec la F6, pour les paramétres HT a la fin de culture, LR, PFA, PSA,
PFR, PSR et P respectivement.

2. Analyse des capacités de biocontrole et de biostimulation de quelques
Formules sélectionnées

L'objectif de cette section de notre travail est d'analyser les capacités de biocontrole et de
biocontrole-biostimulant des formulations de consortia de PGPR sélectionnées, en se basant sur
leur potentiel remarquable de production d'enzymes lytiques. Les formules sont : F3, F4, F5,
F6, F9, F12, F13 et F14. Un sol agricole infecté par des maladies a été utilisé afin d'atteindre
cet objectif.

2.1. Taux de mortalité

Les résultats obtenus a la fin de la culture portent sur le taux de mortalité des plantes dans
chaque traitement et a chaque type de sol ont indiqué qu’uniquement infecter a entrainé la
mortalité des plantes de blé. Le taux le plus ¢élevé a été enregistré chez le témoin T avec 25%
de mortalité, suivi par le témoin S, avec 16,66%. En outre, des taux faibles de 8,33% ont été

observé dans les traitements F4 et F5.

2.2. Effet des formules de PGPR sur la croissance du blé dans un sol infecté

L’effet des 8 formules sélectionnées sur la croissance du blé dans un sol agricole infecté
par les « soil-born-pathogene » a été suivi des la premicre semaine. Les valeurs enregistrées ont
¢té comparées avec celles des formules applique dans un sol désinfecté (Tableau 10).

Aprés une semaine de culture, dans le sol infecté les meilleures valeurs ont été
enregistrées par les formules F14, F12, F4 et F5, avec des hauteurs de 13,08 cm, 12,85 cm,

12,45 cm et 12,23 cm respectivement.
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Les résultats obtenus d’apreés ’analyse de la variance a deux facteurs a la premicre
semaine de culture montrent une interaction significative entre les deux facteurs sur la
croissance et la longueur des plantes de blé (Annexe 26).

Le test LSD de Fisher montre 3 groupes homogenes.

Lors de la deuxiéme semaine de culture, les meilleures valeurs, soit 24,25 cm (F14), 23,05
cm (F12), 23,03 cm (F6) et 22,85 cm (F5), ont été obtenues dans le sol infecté. Cependant, la
meilleure valeur dans le sol désinfecté a été de 21,93 cm chez la F5.

L’analyse de la variance a la 2éme semaine de culture révele un effet significatif de
I’interaction sur la croissance et la longueur des plantes de blé¢ (Annexe 27).

Apres 3 semaines de culture, toutes les formules, dans les deux types de sol, ont montré
des hauteurs supérieures au témoin T1 (22,8 cm dans le SD et 22,98 cm dans le SC). La F3 et
la F5 ont enregistré les valeurs les plus élevées, soit 30,43 cm et 30,02 cm dans le SD, et 25,25
cm et 23,25 cm dans le SC, respectivement.

L’analyse de la variance a la 3éme semaine a révélé un effet significatif d’interaction
effet significatif sur la croissance (Annexe 28).

Le test LSD de Fisher indique I’existence de 6 groupes homogenes. Les formules F12 et
F3 constituent les deux premiers groupes (a) et (ab) respectivement, alors que le témoin (T1)
représente le dernier group.

Aprés 4 semaines de culture, toutes les formules ont stimulé la hauteur de manicre
positive, a I’exception de la F9 dans le SC, qui a affiché une valeur(25,5cm) inférieure au
témoin T1. De plus, la F12 a atteint une hauteur de 26,5 cm et a montré la plus faible
augmentation (4,74 %) dans le SD par rapport a T1.

L’analyse de la variance a la 4éme semaine de culture n’a pas montré d’effet significatif
entre les traitements, le type du sol et méme pour ’interaction (Annexe 29).

Apres 5 semaines de culture, on constate que dans le SC, les augmentations de hauteur
par rapport au témoin T1 sont plus importantes qu’au SD. Les valeurs de 32,08 cm et 29,63 cm
pour les formules F12 et F14 ont marqué les meilleures performances dans le SC, dépassant
ainsi les résultats enregistrés dans le SD. En moyenne, dans les deux types de sol, les formules
ont eu un impact significatif sur la hauteur, avec des performances exceptionnelles pour les
formules F6, F3, F13 et F9, atteignant respectivement des hauteurs de 31 ,46 cm, 30,44 cm,
30,14 cm et 29,5 cm.
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Les résultats obtenus apres I’analyse de la variance a la 5éme semaine de culture a montré
et une interaction trés hautement significative entre les deux facteurs sur la croissance et la
longueur des plantes de blé (Annexe 30).

Le test LSD de Fisher montre 6 groupes homogenes.

Apreés 6 semaines de culture, toutes les formules ont maintenu une stimulation de la
hauteur par rapport au t€émoin, bien qu'une variation ait été observée entre les deux types de sol.
Dans le SD, les formules F6 et F4 ont donné les meilleures hauteurs de 34,78 cm et 32,7 cm,
tandis que la F12 a affiché la meilleure performance dans le SC avec 33,1 cm.

L’analyse de la variance a la 6éme semaine de culture révéle une interaction trés
hautement significative entre les deux facteurs sur la croissance et la longueur des plantes de
blé¢ (Annexe 31).

Le test LSD de Fisher montre 1’existence groupes 7 homogenes.
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Tableau 10: Carte thermique montrant la dynamique et la différence de 1’évolution de la longueur des plantes de blé dur (Var Oued el Bared) en fonction des formules,
et type de sol durant 6 semaines de culture.

Normal Normal Normal Normal Normal Normal Normal Normal Normal Normal |oil contamin|oil contamin|oil contaminfoil contaminjoil contaminjoil contaminjoil contaminjoil contamin|oil contamin|oil contamin

T1 S F3 F4 F5 F6 F9 F12 F13 F14 T1 S F3 F4 F5 F6 F9 F12 F13 F14
S1 ™ 9275 4p11,725 110,625 ¢4 10,975 8875 9 88 9125 49875 A 103 410975 W 95 4} 11,675 A 11,175
S2 19,075 JA21,875 9420725 421,925 919375 941975 1965 $419,875 18925 {F18925 A 216 A 21 21,075
S3 4 25,575 1} 24,35 A27425 A 271 27,225 A 27,45 $426,325 b 244 $42525 o 2505 A 27,25 S 25,25 $4 25,75
S4 927,375 1 26,65 4 265 JA28475 28625 N 267 A 283 27,35 $427,725 128,675
S5 $4 27,525 129,475 ¢4 29,825 130,475 {12685 31,15 $428475 $ 27,25 $427,625 428525 $428825 9 2905 $428,525 $429,125 ¢4 29,625
S6 $4 29,525 2A 30,075 A 32 130,225 A 31,65 ¢A 30,2 S 285 $428125 ¢A 31,7  ¢H 309 429,825 ¢A430,325 A 307  ¢430,525

Chaque valeur est la moyenne de 04 répétitions. Les nuances des couleurs représentent les niveaux de la longueur des plantes, plus la couleur est
chaude plus la longueur est élevée.S1 : premicre semaine, S2 : deuxiéme semaine, S3 : troisiéme semaine , S4 : quatriéme semaine , S5 :

cinquiéme semaine , S6 : sixiéme semaine
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2.3.Effet des formules sur la longueur des racines dans les deux types de sol

La Figure 42 illustre la variation et I’effet de différentes formules en fonction de 1’état
du sol sur la longueur racin Vaire a la fin de la culture. On a observé que toutes les valeurs de
la longueur stimulée par les formules étaient plus élevées par rapport aux deux témoins T1 et S
dans les deux types du sol, a I'exception de la formule F12, dont la valeur était inférieure a celle
du témoin T1 dans le sol désinfecté.

Les formules F4, F3 et F6 se sont révélées étre les plus performantes en tant que
biostimulants et agents de biocontrdle simultanés. Elles ont enregistré respectivement des
augmentations de 33,9 %, 30,6 % et 26,93 % dans le sol désinfecté, et de 42,61 %, 36,36 % et
35,23 % dans le sol contaminé par rapport aux témoins T1.

L’analyse de la variance a mis en évidence un effet trés hautement significatif des
formules de consortia de PGPR et de types de sol sur la longueur des racines de bl¢ (Annexe
32).

Le test LSD de de Fisher a montré 4 groupes homogenes dont F4 et F3 constituent le

premier groupe (a).
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Figure 42: Longueur des racines dans les deux types de sol des différents traitements
apres 6 semaines de culture.

Chaque valeur est la moyenne de 04 répétitions. Les barres d’erreur représentent + I’écart
type.

71



Résultats et Discussion

2.4 Effet des formules sur le poids frais de la partie aérienne

La biomasse fraiche aérienne mesurée a la fin de la culture a varié¢ non seulement d’une
formule a une autre, mais surtout d’un état du sol a un autre, comme illustré la Figure 43. La
F3, qui a enregistré la meilleure biomasse dans le sol désinfecté, a affiché dans le sol contaminé
une valeur de 0,635g/plante, la plus faible, méme en comparaison avec les deux témoins T1 et
S. De méme, pour la F6, cette formule a présenté une bonne biomasse aérienne dans le sol
désinfecté, mais elle montré une valeur faible dans le sol infecté.

En outre, la formule F9 dans le sol désinfecté a présenté une biomasse significative, avec
une augmentation de 88,48 % par rapport au T1, et elle a affiché une valeur de 0,91 g/plante,
qui figure parmi les meilleures valeurs dans le sol contaminé.

L’analyse de la variance a illustré une interaction trés hautement significative entre les
deux facteurs sur le poids frais de la partie aérienne (Annexe 33).

En effet, le test LSD de de Fisher a révélé 6 groupes homogenes avec le traitement F6

qui forme le premier groupe (a).
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Figure 43: Poids frais de la partie aérienne dans les deux types de sol des différents
traitements apres 6 semaines de culture.

Chaque valeur est la moyenne de 04 répétitions. Les barres d’erreur représentent & I’écart
type.
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2.5.Effet des formules sur le poids sec de la partie aérienne

La Figure 44 montre que dans le sol désinfecté, toutes les formules ont stimulé de
manicre positive la biomasse séche aérienne par rapport aux deux témoins T et S. Par contre,
dans le sol contaming, la plupart des formules ont enregistré une valeur supérieure a T1 (0,1075
g/plante), a I'exception des F3 et F5 qui ont respectivement présenté des valeurs de 0,1025
g/plante et 0,1 g/plante.

On outre, des valeurs de 0,1613 g/plante, 0,1513 g/plante et 0,15 g/plante, représentant
des augmentations de 40,2 %, 31,52 % et 30,43 % par rapport au témoin T1, ont exprimé les
meilleures moyennes de I'effet de biocontrdle et de biostimulation des formules F6, F12 et F4
respectivement, sur le poids sec aérien.

Les résultats de 1’analyse de la variance ont montré que I’interaction entre les deux
facteurs ont présenté des effets trés hautement significatifs pour le poids sec de la partie
aérienne (Annexe 34).

Le test LSD de de Fisher révele I’existence de 7 groupes homogenes.
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Figure 44: Poids sec de la partie aérienne dans les deux types de sol des différents
traitements apres 6 semaines de culture.

Chaque valeur est la moyenne de 04 répétitions. Les barres d’erreur représentent + I’écart

type.
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2.6.Effet des formules sur le poids frais de la partie racinaire

La formule F6 a démontré sa supériorité en enregistrant une valeur de 0,275 g/plante dans
le sol désinfecté, alors que dans le sol contaminé, c’est la F12 qui a affiché la meilleure
performance avec 0,123 g/plante (Figure 45).

Dans I’ensemble, les formules F6, F4, F3 et F12 se sont distinguées en affichant des
performances supérieures par rapport aux deux témoins T1 et S, dans les deux types du sol
simultanément. Leurs valeurs moyennes se sont élevées a 0,194 g/plante, 0,163 g/plante, 0,15
g/plante et 0,13 g/plante respectivement, soit des augmentations de 192,45%, 145,28%,
126,41% et 96,23% par rapport au témoin T1.

L’analyse de la variance de poids frais racinaire a fait ressortir un effet trés hautement
significatif pour les deux facteurs formules et état de sol et pour I’interaction entre les deux
facteurs (Annexe 35).

Le test LSD de de Fisher révele 1’existence de 5 groupes homogenes dont la F6 représente

le meilleur group (Annexe 35).
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Figure 45: Poids frais de la partie racinaire dans les deux types de sol des différents
traitements aprés 6 semaines de culture.

Chaque valeur est la moyenne de 04 répétitions. Les barres d’erreur représentent = 1’écart
type.
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2.7.Effet des formules sur le poids sec de la partie racinaire

La Figure 46 illustre I’impact significatif de toutes les formules appliquées sur le PSR
dans les deux types du sol par rapport au témoin T1 (0,04 g/plante dans le SD et 0,0275 g/plante
dans le SC). On a noté que les formules F3 et F6, qui ont affich¢ les meilleures biomasses dans
le sol désinfecté (SD), ont exercé une influence similaire sur la biomasse avec une valeur de
0,0375 g/plante dans le sol contaminé (SC), représentant une augmentation de 36,36 %

Les formules F12 et F4, avec des poids secs respectifs de 0,055 g/plante et 0,05 g/plante,
ont manifesté la meilleure influence dans le SC (augmentation de 100% et 81,82%), tandis que,
les valeurs ont atteint 0,058 g/plante et 0,065 g/plante dans le sol SD (augmentation de 43,75%
et 62,5%)).

L’analyse de la variance a la 6°™ semaine de culture a effectivement illustré un effet trés
hautement significatif pour les deux facteurs formules et type de sol et pour I’interaction entre
ces deux facteurs (Annexe 36).

En effet, le test LSD de de Fisher révele 9 groupes homogenes avec les traitements F3

et F6 qui forment les 2 premiers groupes (a) et (ab).
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Figure 46: Poids sec de la partie racinaire. Dans les deux types de sol des différents
traitements apres 6 semaines de culture..

Chaque valeur est la moyenne de 04 répétitions. Les barres d’erreur représentent + I’écart
type.
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2.8.Comparaison de I’effet des formules sur le taux du phosphore assimilable dans
les deux types de sol

La meilleure concentration observée est de 320,62 ppm par la F5 dans le SC. De méme,
cette formule et la formule F4, qui ont également enregistré de bonnes valeurs (277,31 ppm),
ont enregistré des concentrations inférieures a celles du témoin T1 (225,99 ppm) dans le SD
(Figure 47).

En revanche, les formules F12, F14, F13 et F9, qui ont enregistr¢ de bonnes
concentrations dans le SD, ont montré des valeurs inférieures a celles du témoin T1 (220,34
ppm) dans le SC.

Seulement les formules F6 et F3 ont montré des concentrations élevées par rapport aux
témoins T1, avec 277,3 ppm et 306,5 ppm respectivement, dans le SC. (Annexe 37).

L’analyse de la variance a la fin de la culture a montré un effet trés hautement significatif
pour I’interaction entre les traitement et type de sol sur la teneur de phosphore assimilable dans
le sol.

En effet, le test LSD de de Fisher révele 3 groupes homogenes.
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Figure 47: Taux du phosphore assimilable dans les deux types de sol des différents
traitements aprés 6 semaines de culture.

Chaque valeur est la moyenne de 03 répétitions. Les barres d’erreur représentent & 1’écart
type.
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2.9. Effet des formules sur la sante de blé : les chlorophylles a et b comme indicateurs
2.9.1. Chlorophylles a

La quantité de chlorophylle dans la plante offrir des informations sur la sensibilité et le
statut phytosanitaire des plantes au cours de la culture. Dans nos résultats, la formule F4 a
affich¢ les valeurs supérieures (13,22 pg/ml et 11,42 pg/ml) dans les deux types de sol.

Dans le sol contaminé (SC), toutes les formules ont enregistré des valeurs 1égérement
supérieures a celles du témoin. Alors que, dans le SD, les trois formules F6, F5 et F9 ont
exprimé des valeurs inférieures au témoin (Figure 48)

L'analyse de la variance n'a révélé aucun effet significatif des formules, un effet
hautement significatif du type de sol, et un effet non significatif pour l'interaction entre les deux
(Annexe 38).

En effet, le test LSD de de Fisher révéle 3 groupes homogenes.

Chlo a (ng/ml)
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Figure 48: Teneur en chlorophylle a dans les deux types de sol des différents
traitements (formules) apres 6 semaines de culture.

Chaque valeur est la moyenne de 03 répétitions. Les barres d’erreur représentent & 1’écart
type.
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2.9.2. Chlorophylles total (a + b)

Tous les traitements ont montré des légeres augmentations par rapport aux témoins T1 et
S. La formule F3 dans le SD a présenté la valeur la plus remarquable (25,56 pg/ml), soit une
augmentation de 10,19 %. En revanche, la F5 dans le SC a enregistré la valeur la plus élevée,
soit 25,23 pg/ml, ce qui représente une augmentation de 14,19 % par rapport au témoin T
(Figure 49).

Pour ce parametre, I’analyse de la variance a montré un effet significatif des traitements
et du type de sol. Cependant, I’interaction entre les deux facteurs n’a pas exprimé un effet

significatif (Annexe 39).
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Figure 49: Teneur en chlorophylle a +b dans les deux types de sol des différents
traitements (formules) aprés 6 semaines de culture. Chaque valeur est la moyenne de 04
répétitions. Les barres d’erreur représentent + 1’écart type.

Chaque valeur est la moyenne de 03 répétitions. Les barres d’erreur représentent & 1’écart
type.
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2.10. Effet des formules sur la sante du sol : ’activité catalase comme indicateur

L’activité de catalase dans les différents traitements, est exprimée par la quantité de
H>0: (en moles) transformée dans 1 g de sol pendant 20 minutes.

Les valeurs obtenues par toutes les formules ont été supérieures par rapport aux témoins
dans les deux types du sol comme présenté dans la Figure 50. La formule F6 a été distinguée
par sa meilleure valeur, atteignant 0,187 mol.g™! sol. 20min! dans le SD, ce qui exprime une
augmentation de 64,71 % par rapport au T1 et de 46,6 % par rapport au S. De plus, dans le SD,
les activités catalase ont présenté des augmentations de 26,47 %, 21,76 % et 10 % avec F12, F3
et F5 respectivement. Pour le sol contaminé (SC), des améliorations ont été notées, dépassant
celles du sol désinfecté (SD), avec des augmentations par rapport au T1 variant entre 57,81 %
(F14), 55,47 % (F3), 53,91 % (F5, F13) et 33,59 % (F6, F9). Cette supériorité s'explique par
une diminution trés marquée chez les témoins T1, passant du sol désinfecté (SD) au sol
contaminé (SC) de 24,71 %.

En ce qui concerne la diminution des valeurs des formules du sol désinfecté au sol
contaming, la plus élevée a été de 13,49 % (F12), suivie de 11,39 % (F9), et la plus faible a été
de 1,46 % (F14) (a I'exception de la F6).

L’analyse de la variance a révélé un effet trés hautement significatif des formules, type
de sol et de I’interaction entre les deux facteurs sur le CAT (Annexe 40).

En effet, le test LSD de de Fisher révele 6 groupes homogenes.
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Figure 50: Teneur de H>O> dans les deux types de sol des différents traitements
(formules) apres 6 semaines de culture.

Chaque valeur est la moyenne de 03 répétitions. Les barres d’erreur représentent + 1’écart
type.
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2.11. Discussion

Selon les résultats obtenus a partir des différents parametres étudiés, il a été observé que
la formule F12, suivie de la F4, s'est démarquée en tant que formules la plus performante en ce
qui concerne la capacité biostimulante-biocontrole, notamment pour les parametres
morphologiques, ou des augmentations ont été enregistrées de 20,93 % ; 35,23 % ; 69,67 % ;
44,19 % ; 145 % et 100 % pour la F12 par rapport au T1, et de I’ordre de 15,8 % ; 42,61 % ;
21335 9% ;23,26 % ; 125 % et 81,82 % pour la F4, pour les parameétres HT a la fin de culture,
LR, PFA, PSA, PFR et PSR respectivement.

Pour les autres parametres tels que TP, Chlo a+b et CAT, la formule F5 a indiqué les
meilleures augmentations par rapport a T1, qui sont respectivement de 45,51 %, 14,19 % et

53,9 %.

NB : Plus d'analyses de données et d'illustrations se trouvent dans le matériel supplémentaire

(Annexe 41).

80



Résultats et Discussion

II. Discussion

Partiel : Identification et caractérisation des isolates PGPR

La rhizosphére, qui est la zone restreinte du sol affectée par les sécrétions racinaires, est
considérée comme un axe rassemblant des millions de micro-organismes appelé
rhizomicrobiome. Le rhizomicrobiome symbiotique, y a compris les « Plant Growth Promoting
Rhizobacteria » joue un role crucial pour les plantes ; il peut stimuler leur croissance, santé et
atténuer les effets néfastes des attaques biotiques ou des stress abiotiques (Tian et al. 2020).

Dans cette ¢tude, dix-huit souches PGPR ont été isolées a partir de la rhizosphere du
palmier dattier et de la plante sauvage Suaeda sp. a Biskra, ainsi qu'a Zeccar a partir de la
rhizosphére de Marrubium vulgare et de Pardoglossum cheirifolium et ont été évalué par la
suite pour leurs traits PGP (trait de biostimulation et de biocontrdle) et enfin ont été utilisé en
consortia dans la formulation et 1’¢laboration des bioengrais qui ont été testé sur la germination
et la croissance du blé dur en utilisant un sol agricole.

Il semble que les souches PGPR isolées puissent probablement appartenir aux genres
Pseudomonas, Bacillus, Lysinibacillus, Azobacter et Rhizobium. Le milieu King B est connu
pour favoriser la croissance des Pseudomonas, des Bacillus, et des Lysinibacillus tandis que le
milieu YEM est propice aux Rhizobia et parfois aux Azobacter. Cette classification est
cohérente avec la littérature et les catalogues d'identification des bactéries (en basant sur les
caracteres morphologiques et biochimiques : test de Gram, catalase, forme de la cellule, forme
des colonies...), indiquant que ces genres sont souvent associés aux racines des plantes.
Cependant, une identification précise nécessiterait des tests de laboratoire approfondis ou un
séquengage du gene 16S pour confirmer le genre et I’espece spécifique de chaque souche.

Par ailleurs, plusieurs études ont rapporté que les bactéries rhizosphériques de genres
différents, y compris Bacillus, Burkholderia, Pseudomonas, Rhizobium, présentent la capacité
de fixer I’azote atmosphérique (Cakmakci et al., 2007), de solubiliser le phosphate (Prasad et
al., 2019) et le zinc (Sayyed et al., 2019). De plus, elles ont la capacité de produire des enzymes
lytiques bactériennes telles que I’uréase, 1’estérase, la lipase, la protéase, la chitinase, I’amylase
et la cellulase (Abdelwahab et al., 2016 ; Khan et al., 2017).

La majorité des processus biochimiques des plantes, tels que la synthese des protéines et
la photosynthéese, dépendent de I’azote (N), en faisant I’un des minéraux les plus cruciaux dont
les plantes ont besoin pour prospérer (Alori et al., 2017). Le diazote, qui représente 79 % de
I’azote dans I’atmosphére, a une liaison covalente triplement liée et une réactivité relativement

faible ; par conséquent, les plantes ne peuvent pas ’utiliser directement (Hasan et al., 2023).
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Certaines PGPR ont la capacité de fixer 1’azote et sont aptes a former une interaction libre (non
obligatoire et non durable) avec la plante hote (Ahemad et Kibret, 2013).

La croissance des bactéries sur le milieu « Ashby » dépend de leur aptitude a fixer I’azote.
Dans notre étude, nous avons constaté que la majorité (78 %) de nos isolats ont fixé 1’azote.
Plusieurs auteurs ont supposé que la majorité des bactéries rhizosphériques pourraient avoir la
capacité de fixer I'azote atmosphérique, contribuant ainsi a améliorer le rendement des cultures
(Rodge et al., 2016).

Le phosphore est le 2™ élément le plus essentiel pour la croissance et la productivité des
plantes (Willard, 1979). Cependant, elles ne peuvent 1’assimiler tel quel car il se présente sous
une forme insoluble. Pour remédier a cela, des bactéries spécifiques au sol ont la capacité de
dissoudre les phosphates minéraux, permettant ainsi aux plantes un meilleur développement
_dans des environnements naturels (Bashir et al., 2023).

Dans notre étude, 67 % de nos souches bactériennes ont montré la capacité de solubiliser
le phosphore. Elles ont exhibé des zones rouges entourées de halos, résultant du mécanisme
principal de solubilisation, a savoir I’acidification par la création d’acide organique dans le
milieu PVK, qui contient Ca3(PO4)2 comme source de phosphore.

Dans nos résultats, la souche 3 a présenté le meilleur indice de solubilisation de 1,86, ce
qui rejoint les résultats obtenus par Djuuna et al. (2022), qui a travaillé sur 37 souches
bactériennes solubilisatrices de phosphore. Selon Tariq et al. (2022), la prolongation de la durée
d'incubation des souches pour le test de solubilisation du phosphore augmentera leur indice de
solubilisation.

Le zinc est un composant essentiel des plantes et est responsable de leurs processus
métaboliques, cruciaux pour leur développement. La carence en zinc est trés courante chez les
plantes, entrainant des pertes importantes dans la production agricole.

Les bactéries rhizosphériques solubilisatrices de zinc peuvent convertir la forme insoluble
du zinc dans le sol en une forme soluble, le rendant facilement biodisponible aux plantes pour
leur croissance, leur développement et leur rendement final, tout en préservant efficacement la
santé et la fertilité du sol pour une production durable (Sayyed et al., 2019).

Nos résultats montrent que 72 % de nos isolats ont le pouvoir de solubiliser le zinc
lorsqu’elles ont été cultivées dans un milieu gélosé contient le ZnO comme source de zinc. Un
indice de solubilisation maximal de 1,67 a été présenté par la souche 7. Ces résultats sont
similaires a ceux de Chanchal et al., (2022), qui ont enregistré un indice de solubilisation

maximum de 1,58 sur le méme milieu mais avec une durée d’incubation plus longue (7 jours).
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L’indice de solubilisation varie selon les souches, le milieu et méme selon la durée d’incubation,
dont la prolongation augmente 1’indice de solubilisation (Bhatt & Kumar, 2020).

Les PGPR colonisent la rhizosphére et améliorent la croissance des plantes par différents
mécanismes. La production d'acide indole-3-acétique (AIA), l'un des auxines
physiologiquement les plus actifs, est un outil essentiel pour les rhizobactéries afin de stimuler
la croissance des plantes hotes. L'AIA favorise l'allongement des racines, augmente le nombre
de poils racinaires et de racines latérales, améliorant ainsi l'absorption des nutriments. Elle
stimule également la germination des graines, la division cellulaire, retarde l'abscission des
feuilles, et induit la floraison et la fructification (Anesa et al., 2023).

La plupart des études antérieures ont montré que les bactéries productrices d’AIA sont
des Gram négatifs (Datta et Basu, 2000). Environ 80 % des bactéries rhizosphériques sont
capables de produire de I’AIA (Sharma, V et al., 2020a)., ce qui est compatible a nos résultats
dont plus de 60 % de nos isolats ont révélé une capacité variable de synthese de I’AIA. Le taux
de production de ce composé varie selon les souches et les especes, comme le montrent les
nuances de couleur allant du rose au rouge obtenues. Cette variation est aussi influencée par les
conditions de culture, et la phase de croissance (Mirza et al., 2001).

L’ammoniac produit comme intermédiaire du catabolisme des acides aminés des exsudats
racinaires assimilés par la bactérie est un agent inhibiteur des phytopathogenes (Cherif, 2014).
L’enzyme nitrogénase joue un rdle important dans la réduction de N2 fixé en NH3 chez les
bactéries fixatrices d’azote. L’ammoniac fixé est assimilé en glutamate et glutamine qui sont
importants pour former des composés azotés organiques dans les cellules, tels que les acides
aminés, les acides nucléiques, les protéines, etc. Aprés la mort bactérienne et la lyse, ces
composés sont rejetés dans I’environnement et utilisés comme sources d’azote par d’autres
organismes, tels que les plantes (Hartono et al., 2016). Les genres Bacillus et Pseudomonas sont
de bons producteurs d’ammoniac (Ahmad et al., 2008). Selon nos résultats, la production de
NH3 est observée chez la majorité de nos isolats. Ces résultats sont similaires a ceux des travaux
précédents tel que Ahmad et al. (2008).

Tous nos souches ont présenté¢ des résultats positifs pour la production de catalase.
L’activité de la catalase dans les souches bactériennes peut étre potentiellement tres
avantageuse, et les souches bactériennes montrant une activité catalase doivent étre tres
résistantes aux stress environnementaux, mécaniques et chimiques (Singh et al., 2016).

Les enzymes extracellulaires jouent un rdle important dans le cycle des nutriments,

fournissant ainsi des nutriments aux plantes (Dahdah et al., 2022). Les enzymes lytiques
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bactériennes, telles que I'uréase, 1’estérase, la lipase, la protéase, la chitinase, I’amylase et la
cellulase, jouent un roéle clé dans les processus de transformation biologique de 1’azote, de
I’hydrogeéne et du carbone. Les enzymes hydrolytiques sont impliquées dans la lyse et la
dégradation des composants de la paroi cellulaire des agents pathogénes fongiques. Il s’agit de
I’un des mécanismes importants pour le contrdle eco-friendly des pathogénes du sol (Mekonnen
et Kibret, 2021).

La méthode de diffusion radiale dans les milieux solides indique 1’activit¢ de manicre
qualitative, en corrélant directement les diametres du halo de dégradation et de la colonie
(Indice enzymatique). Un indice enzymatique supérieur a 1,0 indique I’excrétion d’enzymes
(Jussara et al., 2006).

Nos résultats montrent que 77,78% de nos isolats produits la protéase et de méme,
06,67% ; 88,89% et 61,11% de nos souches PGPR présentent des résultats positifs avec un
indice maximum de 3,81 (souche 1) 5,71 (souche 8) ; et 4,24 (souche 3) pour la production des
enzymes estérase, lipase et amylase respectivement. Ces résultats sont supérieurs a ceux trouves
par Jussara et al., (2006), qui ont constaté que 60% des isolats produisent la protéase, et 40%
enregistrent des résultats positifs pour estérase et lipase, avec un indice maximum de 6,2 et 3,7
respectivement. L’activité amylatique est présente chez 60% des isolats avec un indice
maximum de 2,6. Ces différences peuvent étre dues a la différence du site de prélévement ainsi

qu’a la variabilité et a la diversité génétique des isolats.

Partie 2 : Formulation et encapsulation des bioengrais

Bien que, I’inoculation de souches uniques de PGPR est fortement recommandée pour
favoriser la croissance des plantes, atténuer le stress et controler les maladies des plantes et les
agents pathogénes, la recherche s'est orientée les dernieres années vers l'utilisation de
consortiums microbiens, qui existent en abondance dans le monde naturel, par exemple les
consortiums de l'intestin humain, plous plus d’efficacité. Ces consortiums comprennent
différents types de micro-organismes dont la structure est équilibrée pour garantir le bénéfice
de 1'hote et des membres du consortium eux-mémes. Les consortiums sont construits en
choisissant les caractéristiques fonctionnelles et les capacités de chaque souche membre, par
ex. production d'hormones, fixation d’azote, solubilisation des nutriments. Les consortia sont

plus efficaces qu’un inoculant unique sur la croissance promotion et absorption des nutriment

(Wickramasinghe et al., 2021).
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Notre approche pour I'élaboration et la formulation des consortiums de PGPR a permis
d'obtenir plusieurs formules intégrant diverses souches présentant une large gamme de
caractéristiques bénéfiques. Consortium de 2 souches (F1) ; de 3 souches (F2, F13, F14); 4
souches (F3, F7) ; 5 souches (F10) ; 6 souches (F8) ; 7 souches (F4) ; 8 souches (F5) ; 9 souches
(F6, F9, F11) et 10 souches (F12). Cela différe de nombreuses études précédentes qui ont
construit et utilisé¢ des consortiums composés de 2, 3 ou 4 PGPR (Jha et al., 2012 ; Mathur et
al., 2023 ; Samain et al., 2023), et au maximum 5 PGPR (Wickramasinghe et al., 2021 ;
Bisaillon, 2023). Cette disparité découle des objectifs et de la vision spécifiques de notre
recherche.

De petites macrobilles, contenant des rhizobiums, insolubles sphériques et de couleur
blanche se sont formé lorsqu’une solution d’alginate de sodium avec une solution des
rhizobiums ont ét¢ introduite goutte a goutte dans la solution de chlorure de calcium. La taille
des billes d’alginate peut avoir un effet déterminant sur la libération et 1’efficacité de bactéries
(Reddy, 2014).

La production de capsules contenant des PGPRs s’improvise régulierement.
L'avancement des technologies d'ingénierie du microbiome et de séquencage métagénomique
a permis une conception spécifique des supports des PGPR afin de les adapter de manicre
optimale & leur mode d'action lors des applications. Fondamentalement, I’encapsulation du
PGPR fait référence a la technologie qui crée un paramétre semblable a une paroi qui permet la
protection, la libération contrdlée et la capacité fonctionnelle du micro-organisme. En outre, la
stabilisation des cellules, limitant I’exposition a la contrainte abiotique et biotique et améliorant
trés probablement leur bioactivité et leur stabilité lors de la production, de la conservation et de

la manipulation (Vejan et al., 2019).

Partie 3 : Evaluation de la performance des bioengrais

Les chercheurs ont étudié 1’effet des PGPR sur la croissance dans diverses plantes, les
céréales, les Iégumineuses, etc. et ils ont évalué leurs fonctionnalités sur la base de la libération
d’enzymes ; des métabolites ; des promoteurs de croissance. A la base de ces recherches deux
groupes de PGPR ont été décrits : le premier groupe est impliqué dans la stimulation des
¢léments nutritifs et de la croissance des plantes (biofertilisants) et le deuxiéme groupe est
impliqué dans le contrdle biologique des pathogeénes des plantes (bio pesticides) (Rahmoune,

2017).
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L’effet de nos différentes formules de consortiums de PGPR encapsulés, sur une culture
de blé dans des conditions controlées, s'est avéré globalement positif dans tous les parametres
¢tudiés par rapport au témoin non traité.

Les résultats obtenus durant cette étude avec les différents paramétres étudiés pour
évaluer la capacité biostimulante ont montré que la formule F3, suivie de la F6, a été la plus
performante en ce qui concerne la capacité biostimulante pour la majorité¢ des parameétres. Des
augmentations ont été enregistrées par rapport au T1 de 28,37 % ;30,59 % ; 140,55 % ; 91,84 %
; 154,55 % et 143,75 % pour la F3 et de 37,08 % ; 26,93 % ; 121,66 % ; 51,02 % ; 233,33 % et
118,75 % pour la F6. D’autre part, la formule F12, suivie de la F4, ont été les plus performante
en ce qui concerne la capacité biocontrole pour la majorité¢ des parametres morphologiques.
Des augmentations ont été enregistrées par rapport au T1, de 20,93 % ; 35,23 % ; 69,67 % ;
44,19 % ; 145 % et 100 % pour la F12 , et de 15,8 % ; 42,61 % ; 21 ;35 % ; 23,26 % ; 125 % et
81,82 %; pour la F4, respectivement, pour les parametres HT a la fin de culture, LR, PFA, PSA,
PFR et PSR.

Nos résultats pour tous les parameétres morphologiques de F3 et F6 dans le sol désinfecté
sont trés proches des meilleurs effets des différents consortiums testés par Jha et al., (2012) sur
le Jatropha curcas pendant 60 jours de culture. En contraste avec les résultats de 1'essai mené
par Mathur et al. (2023), qui a évalué le potentiel de promotion de la croissance du blé par une
inoculation unique des souches bactériennes pré-isolées ainsi que par 1'inoculation de toutes
leurs combinaisons possibles. Apres 50 jours de semis, le consortium (RS03 + RS21 + RS25)
a affiché¢ une amélioration significative de HT de 53 %, légerement surpassant ainsi nos
meilleurs résultats. Cependant, bien que le PSA et le PSR aient enregistré la meilleure
augmentation de 42% et 30% respectivement, ces résultats étaient tres inférieurs a la stimulation
de nos consortiums.

D'autre part, nos résultats sont inférieurs en ce qui concerne la HT, PSA et LR, tandis
qu'ils sont supérieurs pour le PSR par rapport aux résultats obtenus par le consortium (BAM-
4+BAM-12) encapsulé et appliqué dans une serre lors de la culture de blé, enregistrant
respectivement des augmentations de 42,78%, 307,7%, 65,6% et 129,4% (Saxena, 2011).

Une autre étude menée par Rojas-Padilla et al., (2022) sur la méme culture pendant deux
ans en plein champ pour évaluer la capacité¢ de 3 PGPR et 2 consortiums encapsulés apres 65
jours a affiché des résultats inférieurs a nos enregistrements pour I'ensemble des traitements.
Un consortium plus performant (TRQ8+TRQ65) a donné des augmentations de 9,14%, 23,4%

et 14,5% pour HT, LR et PSA au cours de la premiére année.
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De méme, un essai de Saadaoui et al., (2022), qui a été réalisé pour évaluer la capacité de
2 PGPR et leur co-inoculation sur deux variétés de blé, Bousselem et Boutaleb, dans un compost
stérile et un sol non stérile. Il a montré que nos résultats sont supérieurs.

Nos résultats montrent une amélioration de la teneur en chlorophylle aprés application
des formules PGPR dont la valeur la plus remarquable a été enregistrée par la F4 dans les deux
états du sol, SD et SC, respectivement 12,8% et 10,7%. Saadaoui et al., (2022) ont trouvé un
teneur en chlorophylle amélioré par 83,75% chez la variété Bousselem et de 28,5% chez la
variété Boutaleb dans le compost stérile.

Quant a la chlorophylle a+b, notre meilleur résultat a été de 14,9% (F5), des résultats
presque similaires ont été trouvé par Saadaoui et al., (2022). Cependant des valeurs tres
inferieures ont été enregistrés par Rojas-Padilla et al., (2022).

Les oxireductases, en particulier les enzymes catalase et peroxydase, jouent un rdle
important dans les processus de conversion des substances et de 1’énergie du sol. La
minéralisation des composés organiques contenant du fer est provoquée par de nombreux
micro-organismes ayant un type de nutrition hétérotrophe — bactéries, champignons et
actinomycetes. La catalase, en tant qu’enzyme respiratoire, catalyse la dégradation du peroxyde
d’hydrogene (en eau et en oxygene), qui est libéré lors de la dégradation des composés
organiques et est hautement toxique (Malcheva et al., 2023).

Nos résultats montrent une augmentation maximale de 64,71 % (F6) dans le sol
désinfecté, tandis que les autres augmentations varient de 26,47 (F1) a 10 % (F5). L’essai de Li
et al., (2020) évaluant I'effet des PGPR sur l'avoine, la luzerne et le concombre a montré
respectivement un effet non significatif et seulement des augmentations de 8,34 % et 4,42 %
par rapport au témoin.

Pour le sol contaminé, une augmentation remarquable a été enregistrée par nos formules,
variant de 57,81 % a 33,59 %. Nos résultats sont également supérieurs a ceux de Ju et al., (2019)
qui enregistre une augmentation de 22,81 % par ’effet des PGPR sur la luzerne dans un sol
contaminé.

L’activité de la catalase du sol dépend de la quantité et de ’activité des micro-organismes
du sol, de la teneur en matiere organique du sol, du type de sol, de la teneur en argile du sol, de
la température, de I’humidité, du pH et de la profondeur d’échantillonnage du sol, du type de
végétation, de la présence d’inhibiteurs, ainsi que des méthodes de recherche (Malcheva et al.,

2023)
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A partir de notre étude et méme en comparaison avec d'autres études,auquelles nous avons
déja fait référence, l'effet des consortiums de PGPR est varié, selon le composant des PGPR
eux-mémes, la génétique et la capacité¢ des souches, le nombre de PGPR composant chaque
consortium, ou plusieurs études montrent que, en raison de la synergie des micro-organismes
qui les peuplent, les consortiums microbiens possédent plus de propriétés qu'un inoculum
individuel. Un consortium microbien est composé de plusieurs espéces microbiennes travaillant
ensemble et dotées de larges capacités métaboliques (Dahdah et al., 2022). Cependant, il est
important de noter que 1'augmentation de la diversité au sein des communautés microbiennes
peut réduire le fonctionnement de la communauté et la santé des plantes en raison d'une
augmentation des interactions antagonistes. Ainsi, une plus faible diversité n'indique pas
toujours des communautés microbiennes moins saines (Rosa et al., 2023). Les souches de
PGPR varient considérablement selon les types de cultures et de sols, et leurs performances de
croissance et leurs activités PGP dépendent d'une interaction complexe entre le sol, les plantes
et les microbes. De nombreux chercheurs ont étudié¢ les isolats natifs de PGPR sur la croissance
et le rendement des plantes et ont signalé que leur colonisation et leur amélioration de la

croissance des plantes étaient comparativement plus élevées (Wickramasinghe et al., 2021).
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Conclusion

La fertilisation joue un réle déterminant dans la production agricole, particulierement a
la lumicre des changements climatiques actuels. L'exploitation des ressources microbiennes
naturelles, par les outils d’ingénierie du microbiome, peut constituer 1'une des alternatives les
plus efficaces pour renforcer le développement d'une agriculture durable et résiliente.

Cette étude renferme trois volets : (i) I’isolement et la caractérisation de nouvelles souches
PGPR, (ii) la formulation des bioengrais en utilisant des consortiums de ces souches par et
encapsulation, et enfin, 1’évaluation de leur potentiel biostimulant et/ou biocontrole pour
booster la croissance et la santé des plantes de blé dur sous serre.

Dans la premiére partie, dix-huit isolats (souches) codés 1, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 13, 15, 17,
18, 20, 22, 23, 24, 25, et 26 ont ¢été isolées a partir des rhizosphéres du palmier dattier et de
Suaeda sp. Dans la région de Biskra, ainsi qu’a Zeccar a partir des rhizosphéres de Marrubium
vulgare et de Pardoglossum cheirifolium. Ces souches ont ét¢ identifiées et caractérisées
morphologiquement et biochimiquement. La plupart des isolats sont des Gram négatif
présentent une coloration créme et blanche, ayant des formes variées, principalement des
bacilles. De méme, elles ont manifesté différentes capacités pour divers traits promouvoir de la
croissance des plantes (PGP). Les souches 3, 7, 3, 8 et 1 ont enregistré les meilleurs taux et
indices de solubilisation de phosphore, de zinc, et également de la production d’enzymes
lytiques telles que I’amylase, la lipase et 1’estérase, Quant aux souches 25, 26, 15, 3 et 7, elles
ont montré les meilleurs potentiels en termes de fixation d'azote, de production de
phytohormones (IAA), d'ammoniac et de production de protéase. En outre, toutes les souches
isolées révelent étre catalase positives. De plus, avant de formuler les consortia de bioengrais,
les souches ont été soumises a une analyse de compatibilité par paire, ou la majorité ont montré
une compatibilité avec les autres souches, a 1I’exception des souches 1, 23, 7 et 18 qui sont les
moins compatibles.

Dans la deuxieme partie, des bioengrais ont été formulés en utilisant des consortiums de
différents combinaison de souches PGPR allant de 2 a 10 souches. Ces souches ont été
sélectionnées au sein de chaque consortium en se basant sur leur potentiel PGP (biostimulant
et/ou biocontrdle), tout en tenant compte de leur compatibilité. Ces formules ont été identifiées
comme F1, F2, F3, F4, F5, F6, F7, F§, F9, F10, F11, F12, F13, F14. Le processus d’obtention
de ces bioengrais impliquait I’encapsulation des souches dans de 1’alginate de sodium et de la
cellulose a I’aide d’un dispositif semi-automatique que nous avons développé. Le résultat final
consiste en des bioengrais se présentant sous forme de billes blanches et rigides facile a utiliser

en plein champ, dans les serres...
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A la fin, aprés une courte durée de stockage et afin d’évaluer et confirmer les pouvoirs
biostimulants et /ou biocontrole de ces bioengrais sur la croissance et santé des plantes, ainsi
que sur la teneur en phosphore (P) dans le sol (fertilité du sol). Les bioengrais ont été appliquées
sur la variété du bl¢ dur ‘Oued El Bared’ sous serre. L'utilisation des bioengrais a base de PGPR
a révélé que la formulation F3 (composée des souches 8, 17, 3, 25) s'est démarquée comme la
plus performante, suivie de pres par la F6 (composée des souches 25, 3, 8, 26, 24,4, 17, 13, 5),
démontrant une capacité biostimulante exceptionnelle pour la majorité des parameétres étudiés.
Avec la formule F3, des améliorations significatives de 28,37 % ; 30,59 % ; 140,55 % ; 91,84
% ; 154,55 % ; 143,75 % et 20 % ont été enregistrées par rapport au T1 pour les parametres HT
a la fin de culture, LR, PFA, PSA, PFR, PSR et P respectivement. De méme pour ces
parametres, des augmentations de 37,08 % ; 26,93 % ; 121,66 % ; 51,02 % ; 233,33 % ; 118,75
% et 4,79 % ; ont été obtenues avec la F6.

Alors que, la formule F12, suivie de la F4, s’est démarquée en tant que formules les plus
performantes en ce qui concerne la capacité biocontrdle, notamment pour les parametres
morphologiques, ou des améliorations significatives ont ét¢ exprimées de 20,93 % ; 35,23 % ;
69,67 % ; 44,19 % ; 145 % et 100 % pour la F12 par rapport au T1, et de I’ordre de 15,8 % ;
42,61 % ;21 ;35 % ;23,26 % ; 125 % et 81,82 % pour la F4 pour les paramétres HT a la fin de
culture, LR, PFA, PSA, PFR et PSR respectivement.

Ce travail a abouti a la formulation et au développement, par microencapsulation, de
bioengrais a base de consortiums composés de différentes combinaisons de souches PGPR. 11
a également permis 1’évaluation de leur performance en tant que biostimulants et agents de
biocontrdle dans une culture stratégique, a savoir le blé dur.

En vue de pousser davantage cette étude et de perfectionner la formulation, la
performance, ainsi que I’application des bioengrais ¢laborés a partir de microbiomes
rhizosphériques bénéfiques (PGPR), il serait intéressant d’envisager :

e Identifier les souches par un séquencage du gene 16S ;

e Expérimenter avec divers matériaux d’encapsulation et concentrations pour évaluer
leur influence sur la survie et la libération des souches et améliorer la stabilité des
bioengrais ;

e Conduire des expériences et des études approfondies pour déterminer les doses et

concentrations optimales des souches au sein de chaque consortium ;
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Elargir les investigations pour évaluer 1’efficacité des bioengrais sur différentes
cultures, en divers stades de développement, afin d’adapter les bioengrais a des
contextes agricoles variés et avec plus de précision ;

Soumettre les bioengrais encapsulés a des conditions de stress biotique et abiotique
pour évaluer leur résilience et leur efficacité dans des environnements agricoles
réalistes ;

Explorer, a travers des analyses métagénomiques et bio-informatiques, les
communauté microbiomes rhizosphériques naturels afin de construire des consortia

(bioengrais) similaires, potentiellement plus efficaces.
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Composition des milieux de cultures

Annexe 1 : Composition de milieu King B en g/L (King et al., 1954)

Peptone ...ovvii i 20,0 g/
GLYCEIOL .ot 10 mL
Phosphate dipotassique ...........ooeviviiiiiiiiiiiees e, 1,5 g/L
Sulfate de magnésium hyptahydraté (MgSO4. 7TH20) .......... 1,5 g/L
Agar agar bact€riologique ........o.vvviiiiiiiiii i 15 g/L

Ph:72 +0,2

Annexes

Annexe 2 : Composition de milieu Yeast Extract-Mannitol (YEM) en g/L( Vincent, 1970).

Phosphate dipotassique (K2ZHPO4)............ooooiviiiiines 0,5 g/L
Sulfate de magnésium hyptahydraté (MgSO4 .7H20) .......... 0,2 g/l
Chlorure de sodium (NaCl) ............ccooiiiiiiiiiii i, 0,1 g/L
Extraitde levure ..ot 0,6 g/l
Mannitol ........oouii e 10 g/L
N = ) 15 g/L
pH: 6,8

Annexe 3 : Composition de solution nutritif

Peptone. ... ..o Sg/L
Extraitde viande ............oooiiiiiiiiii e 1g/L
Extrait de levure ........coiviiviiiiiii e 2 g/l
Chlorure de Sodium ..........c.ooviiiiiiiiiiiii i, 5g/L
pH:7

Annexe 4 : Composition de milieu Ashby sans azote en ( g/L)

Mannitol ........ooiii e 20 g/l
Hydrogénophosphate de potassium (K2HPO4) ................. 0,20 g/L
Sulfate de magnésium (MgSO4) ......ccooeiiiiiiiiiiiiiin... 0,20 g/L
Chlorure de sodium (NaClI) ...........ccooviiiiiiiiiiiiiiie, 0,20 g/L
Sulfate de potassium (K2SO4) ........cooviiiiiiiiiiiii, 0,10 g/L



Carbonate de calcium (CaCO3) .......ooevviiiiiiiiiiiiiiiee e 05 g/L
A AT 15 g/L
Eaudistillée ... 1000 mL

Annexe 5 : Composition de milieu Pikovskaya en g/L

Extrait de levure .........ooovviiiiii e 0,50 g/L
Dextrose (GIUCOSE) . ..oviiniii e, 10 g/L
Phosphate de calcium ( Ca3(PO4)2) ....c.oovviiiiiiiiiiiin, 05 g/L
Sulfate d’ammonium ((NH4)2SO4) ......coovviiiiiiiiiiiiinnn, 0,5 g/LL
Chlorure de potassium (KCI) ..........covviiiiiiiiiiiinannn, 0,2 g/l
Sulfate de magnésium (MgSO4) .....ocovviviiiiiiiiieene 0,1 g/L
Sulfate de manganese (MnSO4 ) .....oovviiiiiiiiiiiinnn.n. 0,0001 g/L
Sulfate de fer (FeSO4) ......oooiiiiiii e, 0,0001 g/L
A AT 15 g/L
Eaudistillée ........cooiiii 1000 mL
pH :7

Annexe 6 : Composition de milieu de solubilisation de zinc en g/L

GIUCOSE .. uvietiiti e e 20 g/L
Sulfate d’ammonium (NH4)2SO4) ......coovviviiiiiiiiiann, 0,2 g/L
Chlorure de potassium (KCI) .........ccoooiiiiiiiiiii . 0,4 g/L
Hydrogénophosphate de potassium ( K2ZHPO4) .................. 0,2 g/LL
Sulfate de magnésium (MgSO4) .....ccovviiiiiiiiiiiiiiene 0,4 g/L
Oxyde de zinC (ZnO) .....ooviiriiniiiiii e, 0,1%
A AT 15 g/L
Eau distillée ........cooooiiiiiiiii 1000 mL
pH= 6,8

Annexe 7 : Composition du typotone sel (bouillon) en g/L (I’eau peptonée)

Peptone de caséine ..........c.ovviviiiiiiiiiiiii e 10g/L
Chlorure de sodium (NaCl) .......c.ooviiiiiiiiiiiiiiiiieceeeeea, S5g/L
Eaudistillée ..o 1000 mL

Annexes



Annexes

Annexe 8 : Préparation de réactif Nessler

35 g d'iodure de potassium ont été dissous dans 100 ml d'eau distillée. Ensuite, une
solution de chlorure mercurique (2+) a 4% a été ajoutée jusqu'a ce qu'un précipité rouge se
forme, nécessitant normalement environ 325 ml.

Sous agitation, une solution de 120 g d'hydroxyde de sodium a été ajoutée a 250 ml d'eau
distillée, suivie de I'ajout d'eau distillée jusqu'a atteindre un volume total de 1 litre. En cas de
turbidité persistante, quelques gouttes de solution de chlorure mercurique ont été ajoutées.

Le mélange a été laissé reposer pendant une journée, puis les éventuels sédiments ont été filtrés.

Il a été stocké dans des bouteilles en verre foncé.

Annexe 9 : Composition de milieu de production d’amylase en g/L

Nitrate de potassium (KNO3) .........cooviiiiiiiiiiiiiiie, 0,5 g/L
Hydrogénophosphate de potassium (K2ZHPO4) ..................... 1g/L
Sulfate de magnésium (MgSO4) ......coiiiiiiiiiiiiiiieie, 0,2 g/L
Chlorure de calcium (CaCl2)...........ooeviiiiiiiiieeeeens 0,1 g/L
Chlorure ferrique (FeClI3) ..o, 0,001 g/L
Amidon soluble ....... ... 10 g/L
AGAT Lo 15 g/L
Eaudistillée ..o 1000 mL
pH:7,2

Annexe 10 : Composition de milieu de production de protéase en g/L

Caséine PanCréatiqUeE .........ouverrerrerrenrenrenseniieareareareennans S5g/L
Extrait de [evures ........coooeiiiiiiiiiii 2,5¢/L
GIUCOSE ettt 1 g/l
Solution de lait écrémé a 10 % .......cooveeiiiiiiiiiin 100 mL
A AT i s 15 g/L
Eau distillée ........oooiii 1000 mL
pH:7
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Annexe 11 : Composition de milieu de production estérasique et lipasique en g/L

Peptone ..o 10 g/L
Chlorure de sodium (NaCl)..........ccovviiiiiiiiiiiieen 5¢g/L
Chlorure de calcium (CaCl2).........c.ooiviiiiiiiiiiiins 0,1 g/L
Tween 80 (Tween 20 ) ...ouviniieiii e, 1%
A AT e 15 g/L
Eaudistillée ..........coooiiiii 1000 mL
pH: 7,4

Annexe 12 : Solution nutritive équilibrée de Hoagland ( Seth et al., 2003).

MgSO04 .TH20 ..., 2mL (L24.6 g/100 mL)
Ca(NO3)2.4H20.......ccoeoieeiieel 5 mL (L23.6 g/100 mL)
KH2PO4 ... 1 mL/L (13.6 g/100 mL)
KNO3 .o, 5 mL/L (10.1 g/100 mL)
H3BO3 ..o 1 mL/L (2.86 g/L)
MNCI2. 4H20 ..., 1 mL/L (1.82 g/L)
ZnSO4 TH20......oo oo, 1 mL/L (0.22 g/L)
CUSO4 SH20 ..o, 1 mL/L (0.09 g/L)
MOO3 .o, 1 mL/L (0.01 g/L)
FE-DTPA ...ooeeeee e 50 mg/L

Analyses statistiques

Analyses statistiques de I’évolution de la croissance des plantes de blé

Annexe 13 :Effet des formules sur la croissance de bl¢ a la premicre semaine.

Annexes

Source Somme des Ddl | Carré moyen F Probabilité | Significativité
carrés
Formules 95,1675 15 60,3445 1,83 0,05 S (*)
Résiduelle 166,49 48 3,46854
Total 261,657 63
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Test LSD de de Fisher
Traitements Moyenne Groupes homogene
F6 6,2 X
T1 8,175 XX
F7 8,7 XXX
F12 8,8 XXX
F1 8,85 XX
F9 8,875 XX
F13 9,125 XXX
F2 9,15 XXX
S 9,275 XXX
F11 9,35 XXX
F10 9,45 XXX
F14 9,875 XXX
F8 10,35 XXX
F4 10,625 XXX
F5 10,975 XX
F3 11,725 X

Annexe 14 : Effet des formules sur la croissance de blé a la deuxiéme semaine.

Annexes

Source Somme des Ddl | Carré moyen F Probabilité | Significativité
carrés
Formules 132,027 15 8,80182 1,40 0,1858 NS
Résiduelle 301,708 48 6,28557
Total 433,735 63
Annexe 15 : Effet des formules sur la croissance de bl¢ a la 3eme semaine.
Source Somme des Ddl | Carré moyen F Probabilité | Significativité
carrés
Formules 259,88 15 17,3253 1,86 0,05 S
Résiduelle 447,058 48 9,3137
Total 706,937 63
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Test LSD de de Fisher
Traitements Moyenne Groupes homogene

T1 22,8 X
F4 24,35 XX
F1 25,2 XXX

S 25,575 XXX
F2 25,825 XXXX
F14 26,325 XXXXX
F9 27,1 XXXXX
F12 27,225 XXXX
F11 27,275 XXXX
F6 27,425 XXXX
F13 27,45 XXXX
F7 28,275 XXXX
F8 29,15 XXX
F10 29,4 XXX
F5 30,025 XX
F3 30,425 X

Annexe 16 : Effet des formules sur la croissance de blé a la 4eme semaine.

Annexes

Source Somme des Ddl | Carré moyen F Probabilité | Significativité
carres
Formules 139,223 15 9,2815 1,49 0,1476 NS
Résiduelle 299,295 48 6,23531
Total 438,518 63
Annexe 17 : Effet des formules sur la croissance de bl¢ a la Seme semaine.
Source Somme des Ddl | Carré moyen F Probabilité | Significativité
carrés
Formules 341,891 15 22,7927 5,43 0,0000 THS
Résiduelle 201,588 48 4,19974
Total 543,479 63
Test LSD de de Fisher
Traitements Moyenne Groupes homogeéne
T1 24,75 X
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F12 26,825 XX

S 27,525 XXX
F11 28,475 XXX
F14 28,475 XXX
F7 28,825 XXX
F4 29,475 XXX
F5 29,825 XX

F2 29,875 XX

F8 30,075 XX

F1 30,175 XXX
F9 30,475 XXX
F13 31,15 XXXX
F10 33,025 XXX
F3 33,25 XX
F6 33,875 X

Annexes

Annexe 18 : Effet des formules sur la croissance de blé a la 6eme semaine (fin de culture).

Source Somme des Ddl | Carré moyen F Probabilité | Significativité
carrés
Formules 278,227 15 18,5485 4,61 0,0000 THS
Résiduelle 193,167 48 4,02432
Total 471,395 63
Test LSD de de Fisher
Traitements Moyenne Groupes homogéne

T1 25,375 X

F11 28,825 X

S 29,525 XX

F5 30,075 XXX

F14 30,2 XXX

F12 30,225 XXX
F7 30,25 XXX
F8 30,475 XXX
F1 30,9 XXXX

F13 31,65 XXXX
F2 31,675 XXXX
F9 32,0 XXXX
F3 32,5 XXX
F4 32,7 XXX

F10 33,625 XX
F6 34,775 X
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Annexe 19 : Effet des formules sur la longueur des racines

Annexes

Source Somme des Ddl | Carré moyen F Probabilité | Significativité
carres
Formules 1232,85 15 82,19 2,19 0,0205 S
Résiduelle 1801,69 48 37,5353
Total 3034,54 63
Test LSD de de Fisher
Traitements Moyenne Groupes homogene
F11 29,75 X
S 31,25 XX
F12 33,5 XXX
T1 34,075 XXX
F13 34,125 XXX
F5 35,125 XXXX
F10 35,5 XXXX
F8 36,0 XXXXX
F2 36,15 XXXXX
F1 36,525 XXXXX
F14 38,55 XXXXX
F7 39,0 XXXXX
F9 40,125 XXXX
F6 43,25 XXX
F3 44,5 X
F4 45,625 X
Annexe 20 : Effet des formules sur le poids frais de la partie aérienne
Source Somme des Ddl | Carré moyen F Probabilité | Significativité
carrés
Formules 2,7121 15 0,180807 3,52 0,0005 THS
Résiduelle 2,46513 48 0,0513568
Total 5,17722 63
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Test LSD de de Fisher
Traitements Moyenne Groupes homogene
T1 0,5425 X
F14 0,575 X
S 0,6425 XX
F13 0,71 XXX
F12 0,765 XXX
F4 0,775 XXX
F1 0,79 XXX
F5 0,8075 XXX
F7 0,9025 XXX
F11 0,905 XXX
F10 0,965 XX
F8 1,0 XXX
F9 1,0225 XXX
F2 1,0275 XXX
F6 1,2025 X
F3 1,305 X

Annexe 21 : Effet des formules sur le poids sec de la partie aérienne

Annexes

Source Somme des Ddl | Carré moyen F Probabilité | Significativité
carres
Formules 0,0757859 15 0,0050524 1,84 0,05 S
Résiduelle 0,131475 48 0,00273906
Total 0,207261 63
Test LSD de de Fisher
Traitements Moyenne Groupes homogene
T1 0,1225 X
S 0,1325 XX
F14 0,14 XX
F12 0,1475 XX
F13 0,1475 XX
F5 0,1525 XX
F7 0,155 XX
F8 0,1575 XX
F1 0,1625 XXX
F4 0,1675 XXX
F10 0,1825 XXXX
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F6 0,185  [XXXX
F9 0,19 XXXX
F11 0,205 XXX
F3 0,235 XX
F2 0,25 X

Annexe 22 : Effet des formules sur le poids frais de la partie racinaire.

Annexes

Source Somme des Ddl | Carré moyen F Probabilité | Significativité
carrés
Formules 0,191275 15 0,0127517 6,96 0,0000 THS
Résiduelle 0,0879 48 0,00183125
Total 0,279175 63
Test LSD de de Fisher
Traitements Moyenne Groupes homogeéne
F14 0,075 X
F13 0,0775 XX
T1 0,0825 XXX
S 0,085 XXX
F11 0,105 XXXX
F1 0,12 XXXXX
F12 0,1375 XXXXX
F2 0,1425 XXXX
F8 0,1425 XXXX
F5 0,1475 XXX
F7 0,155 XXXX
F9 0,1725 XXX
F10 0,19 XX
F3 0,21 X
F4 0,2125 X
F6 0,275 X
Annexe 23 : Effet des formules sur le poids sec de la partie racinaire
Source Somme des Ddl | Carré moyen F Probabilité | Significativité
carrés
Formules 0,0192715 15 0,00128477 | 4,15 0,0001 THS
Résiduelle 0,0148438 48 0,000309245
Total 0,0341152 63
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Test LSD de de Fisher
Traitements Moyenne Groupes homogene

F1 0,0375 X
T1 0,04 XX
F13 0,04 XX
F11 0,045 XXX

S 0,045 XXX
Fl14 0,05 XXX
F7 0,055 XXX
F2 0,05625 | XXX
F12 0,0575 XXX
F5 0,06 XXXX
F9 0,0625 XXXXX
F4 0,065 XXXX
F8 0,07 XXX
F10 0,085 XXX
F6 0,0875 XX
F3 0,0975 X

Annexe 24 : Effet des formules sur le taux du phosphore

Annexes

Source Somme des Ddl | Carré moyen F Probabilité | Significativité
carrés
Formules 56801,6 15 3786,77 2,55 0,0130 S
Résiduelle 47602,3 32 1487,57
Total 104404, 47
Test LSD de de Fisher
Traitements Moyenne Groupes homogene
F5 182,203 X
F4 185,028 X
T1 225,989 XX
F2 226,93 XX
Fé6 236,817 XX
Fl 255,65 XX
F8 255,65 XX
F7 259,416 XX
F9 259,887 XX
F3 271,186 XX
S 271,186 XX
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F13 280,603 XX
Fl14 282,015 XX
F10 285,782 XX
F11 288,606 XX
F12 307,439 X

Annexe 25 : Effet des formules sur le teneur en chlorophylle a

Annexes

Source Somme des Ddl | Carré moyen F Probabilité | Significativité
carrés
Formules 50,8705 15 3,39137 2,34 0,0212 S
Résiduelle 46,2988 32 1,44684

Total 97,1693 47

Test LSD de de Fisher
Traitements Moyenne Groupes homogeéne

F1 8,58892 |X
F5 10,4159 |XX
F10 10,9513 XX
F6 11,4812 XXX
F2 11,6332 XXX
F11 11,6794 XXX
F9 11,7422 XXX
T1 11,7904 XXX
F7 11,9209 XXX
S 11,9563 XXX
F8 12,0797 XXX
F3 12,2691 XXX
F13 12,3294 XXX
F12 12,3908 XXX
F14 12,819 XX
F4 13,2159 X

Analyses statistiques de I’évolution de la croissance des plantes de blé sol contamine

Annexe 26 : Effet des formules sur la croissance de bl¢ a la premiére semaine dans les deux

types de sol.
Source Somme des Ddl | Carré moyen F Probabilité
carrés
A:Traitement 61,2345 9 6,80383 1,81 0,0859
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B:Type de sol 102,605 1 102,605 27,22 0,0000
AB :Interaction 74,0155 9 8,22394 2,18 0,0359
Résiduelle 226,145 60 3,76908
Total 464,0 79
Test LSD de de Fisher
Traitements Moyennes Groupes homogéne
F6 8,9375 X
T1 9,2375 X
S 10,125 XX
F13 10,15 XX
F9 10,475 XX
F3 10,6125 | XX
F12 10,825 XX
F14 11,475 X
F4 11,5375 X
F5 11,6 X

Annexe 27: Effet des formules sur la croissance de blé a la deuxiéme semaine dans les deux

types de sol.
Source Somme des Ddl | Carré moyen F Probabilité
carres
A:Traitement 131,236 9 14,5817 2,77 0,0088
B:Type de sol 57,4605 1 57,4605 10,93 0,0016
AB 103,512 9 11,5013 2,19 0,0354
Résiduelle 315,42 60 5,257
Total 607,628 79
Test LSD de de Fisher
Traitements Moyennes Groupes homogene
Tl 17,8875 |X
S 19,0 XX
F6 20,3 XX
F13 20,3625 XX
F3 20,4 XX
F9 20,7375 XX
F4 21,1625 XX
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F12 21,4 X
Fl4 22,0625 X
F5 22,3875 X

Annexe 28 : Effet des formules sur la croissance de blé¢ a la 3émé semaine dans les deux types

Annexes

de sol.
Source Somme des Ddl | Carré moyen F Probabilité
carrés
A:Traitement 212,89 9 23,6544 2,74 0,0096
B:Type de sol 22,6845 1 22,6845 2,62 0,1105
AB 167,573 9 18,6192 2,15 0,0383
Résiduelle 518,56 60 8,064267
Total 921,707 79
Test LSD de de Fisher
Traitements Moyennes Groupes homogene
T1 22,8875 |X
F4 24,7 XX
S 24,9875 | XXX
F9 26,175 XXX
F13 26,6 XXX
F5 26,6375 XXX
F6 27,3375 XXX
F14 27,6 XXX
F3 27,8375 XX
F12 28,6125 X

Annexe 29: Effet des formules sur la croissance de blé a la 4émé semaine dans les deux types

de sol.
Source Somme des Ddl | Carré moyen F Probabilité
carrés
A:Traitement 73,7256 9 8,19174 1,36 0,2263
B:Type de sol 17,7661 1 17,7661 2,95 0,0910
AB 103,923 9 11,547 1,92 0,0664
Résiduelle 361,207 60 6,02012
Total 556,622 79
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Annexe 30: Effet des formules sur la croissance de bl¢ a la 5émé semaine dans les deux types

Annexes

de sol.
Source Somme des Ddl | Carré moyen F Probabilité
carres
A:Traitement 197,43 9 21,9367 5,98 0,0000
B:Type de sol 15,3125 1 15,3125 4,18 0,0454
AB 176,563 9 19,6181 5,35 0,0000
Résiduelle 219,965 60 3,66608
Total 609,27 79
Test LSD de de Fisher
Traitements Moyennes Groupes homogene
T1 25,5 X
S 27,3875 |XX
F4 29,0 XX
F14 29,05 XX
F5 29,325 X
F12 29,45 X
F9 29.5 X
F13 30,1375 XX
F3 30,4375 XX
F6 31,4625 X

Annexe 31: Effet des formules sur la croissance de blé a la 6émé semaine dans les deux types

de sol.
Source Somme des Ddl | Carré moyen F Probabilité
carrés
A:Traitement 221,265 9 24,5851 8,29 0,0000
B:Type de sol 12,6405 1 12,6405 4,26 0,0434
AB 112,267 9 12,4741 4,20 0,0003
Résiduelle 178,045 60 2,96742
Total 524,218 79
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Test LSD de de Fisher
Traitements Moyennes Groupes homogene

T1 26,375 X

S 29,0125 X
F3 30,3125 XX
Fl14 30,3625 XX
F5 30,4875 XXX
F9 31,1625 XXX
F13 31,175 XXX
F12 31,6625 XXX
F4 32,2 XX
F6 32,3 X

Annexes

Annexe 32: Effet des formules sur la longueur des racines dans les deux types de sol

Source Somme des Ddl | Carré moyen F Probabilité
carrés
A:Formules 1211,94 9 134,66 4,85 0,0001
B:Type de sol 245422 1 245422 88,47 0,0000
AB 202,229 9 22,4698 0,81 0,6089
Résiduelle 1664,44 60 27,7407
Total 5532.83 79
Test LSD de de Fisher
Traitements Moyennes Groupes homogeéne
S 27,125 X
Tl 28,0375 X
F5 29,3 X
F13 29,4375 X
F12 31,625 XX
Fl14 31,775 XX
F9 35,1875 XX
Fé6 36,5 XX
F3 37,25 X
F4 38,5 X
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Annexe 33: Effet des formules sur le poids frais de la partie aérienne dans les deux types de

sol
Source Somme des Ddl | Carré moyen F Probabilité
carres
A:Formules 1,32885 9 0,147651 3,89 0,0006
B:Type de sol 0,004805 1 0,004805 0,13 0,7234
AB 1,90242 9 0,21138 5,56 0,0000
Résiduelle 2,2802 60 0,0380033
Total 5,51628 79
Test LSD de de Fisher
Traitements Moyennes Groupes homogene
T1 0,605 X
F14 0,7025 X
F5 0,72625 |X
S 0,77125 | XX
F13 0,78625 | XXX
F4 0,7925 XXX
F12 0,94875 XXX
F9 0,96375 XXX
F3 0,97 XX
F6 1,00375 X

Annexe 34 : Effet des formules sur le poids sec de la partie aérienne dans les deux types de

sol
Source Somme des Ddl | Carré moyen F Probabilité
carrés
A:Formules 0,0203513 9 0,00226125 | 2,42 0,0204
B:Type de sol 0,0292613 1 0,0292613 | 31,31 0,0000
AB 0,0357513 9 0,00397236 | 4,25 0,0003
Résiduelle 0,056075 60 | 0,000934583
Total 0,141439 79
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Test LSD de de Fisher
Traitements Moyennes Groupes homogene
T1 0,115 X
F5 0,12625 |XX
F14 0,12875 | XX
F13 0,1325 XXX
S 0,145 XXXX
F4 0,15 XXX
F9 0,15 XXX
F12 0,15125 XXX
F6 0,16125 XX
F3 0,16875 X

Annexes

Annexe 35: Effet des formules sur le poids frais de la partie racinaire dans les deux types de

sol
Source Somme des Ddl | Carré moyen F Probabilité
carrés
A:Formules 0,125526 9 0,0139474 | 13,78 0,0000
B:Type de sol 0,0621612 1 0,0621612 | 61,42 0,0000
AB 0,0658763 9 0,00731958 | 7,23 0,0000
Résiduelle 0,060725 60 0,00101208
Total 0,314289 79
Test LSD de de Fisher
Traitements Moyennes Groupes homogene
Tl 0,06625 |X
S 0,0775 X
F14 0,0775 X
F13 0,09 X
F5 0,1225 X
F9 0,12625 X
F12 0,13 X
F3 0,15 XX
F4 0,1625 XX
F6 0,19375 X
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Annexe 36 : Effet des formules sur le poids sec de la partie racinaire dans les deux types de

sol
Source Somme des Ddl | Carré moyen F Probabilité
carres
A:Formules 0,00825125 9 0,000916806 | 4,37 0,0002
B:Type de sol 0,00820125 1 0,00820125 | 39,13 0,0000
AB 0,00726125 9 0,000806806 | 3,85 0,0007
Résiduelle 0,012575 60 0,000209583
Total 0,0362888 79
Test LSD de de Fisher
Traitements Moyennes Groupes homogene
T1 0,03375 |X
F13 0,03875 |XX
F14 0,0425 XXX
S 0,045 XXXX
F5 0,04875 XXXX
F9 0,05125 XXXX
F12 0,05625 XXXX
F4 0,0575 XXX
F6 0,0625 XX
F3 0,0675 X

Annexe 37: Effet des formules sur la teneur en Phosphore assimilable dans les deux types de

sol
Source Somme des Ddl | Carré moyen F Probabilité
carrés
A:Formules 22130,4 9 2458,93 2,47 0,0240
B:Type de sol 2264,97 1 2264,97 2,28 0,1393
AB 108644, 9 12071,5 12,13 0,0000
Résiduelle 39810,0 40 995,251
Total 172849, 59
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Test LSD de de Fisher
Traitements Moyennes Groupes homogene

F14 222,928 |X
Tl 223,164 |X
F13 229,991 X
F4 231,168 |X
F9 235,876 |X
F12 24435 X
F5 251412 |X

S 256,121 XX
F6 257,062 | XX
F3 288,842 X

Annexes

Annexe 38: Effet des formules sur la teneur en chlorophylle a dans les deux types de sol

Source Somme des Ddl | Carré moyen F Probabilité
carrés
A:Formules 17,1687 9 1,90764 1,04 0,4281
B:Type de sol 19,0686 1 19,0686 10,37 0,0025
AB 6,91425 9 0,76825 0,42 0,9178
Résiduelle 73,5291 40 1,83823
Total 116,681 59
Test LSD de de Fisher
Traitements Moyennes Groupes homogene
F5 10,3937 |X
F6 10,8716 | XX
Tl 11,0556 |XX
F9 11,4014 | XX
F12 11,5948 | XX
F14 11,7024 | XX
F3 11,743 XX
F13 11,7434 | XX
S 11,9463 |XX
F4 12,3205 X
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Annexe 39 : Effet des formules sur le teneur en chlorophylle b dans les deux types de sol

Source Somme des Ddl | Carré moyen F Probabilité
carrés
A:Formules 14,4062 9 1,60069 0,38 0,9385
B:Type de sol 3,38964 1 3,38964 0,80 0,3759
AB 29,2217 9 3,24685 0,77 0,6460
Résiduelle 169,091 40 4,22727
Total 216,108 59

Annexe 40: Effet des formules sur ’activité catalase dans les deux types de sol

Source Somme des Ddl | Carré moyen F Probabilité
carrés
A:Formules 0,010735 9 0,00119278 6,28 0,0000
B:Type de sol 0,00461127 | 0,00461127 | 24,30 0,0000
AB 0,00696807 9 0,00077423 4,08 0,0009
Résiduelle 0,007592 40 0,0001898
Total 0,0299063 59
Test LSD de de Fisher
Traitements Moyennes Groupes homogeéne
T1 0,0993333 |X
S 0,112667 |XX
F4 0,121 XX
F9 0,121333 XX
F5 0,128 XX
F13 0,131 X
F12 0,133667 X
F3 0,135333 XX
F14 0,135667 XX
Fé6 0,150333 X
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Annexe 41 : Matériels supplémentaire

1. Etude du potentiel biostimulant des formules

2 0 2
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Figure 51 : Carte thermique (Heatmap) et clustering obtenus par la méthode de Pearson.

Ce cluster permet de classifier les différentes formules et paramétres, mettant en évidence
l'existence de frontieres horizontales et verticales. Cela confirme la présence de trois catégories

distinctes de bioengrais et méme de parametres.
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Etude des principales corrélations

D’aprés les résultats obtenus, la HT est corrélée positivement avec tous les parameétres
morphologiques : LR, PFA, PSA, PFR et PSR (r =0,61**, r = 0,66**, r = 0,49%, r = 0,76**, et
r = 0,69**, respectivement). Alors que, la teneur en P n’est corrélée positivement qu’avec le

chloa (r=0,11%).

Coefficients de corrélation de Pearson

-1,0 aammm 1,0

HT

LR |
PFA |
PSA |
PFR
PSR

Chlo a

-
5

PFA
PSA
PFR
PSR

Figure 52 : Matrice de corrélation entre les parametres de bl¢ dur, ainsi que la teneur en P dans
le sol.
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Figure 53 : Visualisation par analyse de la composante principale (ACP Biplot) des
résultats de I’effet des formules de bioengrais sur la croissance de blé et la teneur en P
dans le sol.
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2. Etude du potentiel biostimulant et biocontrole des formules
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Figure 54: Carte thermique (Heatmap) et clustering obtenus par la méthode de Pearson

Ce cluster permet de classifier les différentes formules et parametres, mettant en évidence
l'existence de frontieres horizontales et verticales. Cela confirme la présence de quatre

catégories distinctes de bioengrais et trois catégories de parameétres.
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Etude des principales corrélations

D’aprés les résultats obtenus, la HT est corrélée positivement avec tous les parameétres
morphologiques. Alors que, la teneur en P est corrélée positivement avec le chlo a (r =0,21%),

chlo ab (r = 0,33*), et CAT (r = 0,14%*).

Coefficients de corrélation de Pearson

PSA 0,58

Figure 55: Matrice de corrélation entre les parameétres de blé dur, ainsi que la teneur en P et
I’activité CAT dans le sol.
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Interaction, comp.1
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Figure 56: Principaux mode¢les associés a l'interaction type de sol-formule obtenus par une
analyse ASCA (analyse de variance-simyltanious components analysis) ANOVA-ACP
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Résumé

L 'exploitation des ressources naturelles, telles que les PGPR et les techniques d'ingénierie du
microbiome, constitue une avenue prometteuse pour optimiser la production agricole et
accroitre la fertilité des sols. Les PGPR représentent le groupe le plus étudié et largement utilisé
au sein du microbiome des plantes, en raison de leurs divers services écosystémiques. Bien que
les inoculants de souches uniques de PGPR soient fortement recommandés pour favoriser la
croissance des plantes, les applications dans le monde réel sont toujours limitées par des
méthodes peu efficaces. Notre étude vise a isoler et caractériser dix-huit nouvelles souches de
PGPR en vue de les exploiter dans I'¢laboration de bioengrais, en utilisant des consortia de
souches intégrales. Quatorze formules ont été développées en se basant sur les caractéristiques
PGP des souches, en utilisant la technique d'encapsulation dans une solution d'alginate-
cellulose, puis leur potentiel biostimulant et de biocontrole a été évalué sur une culture de blé
dur de la variété Oued El Bared, aussi bien dans des sols désinfectés que dans des sols infectés
par des pathogénes. Les résultats obtenus montrent que dix isolats présentant des
caractéristiques PGP intéressantes telles que la fixation de l'azote, la solubilisation du
phosphore et du zinc, la production d'AIA et des enzymes lytiques. L analyse des capacités
biostimulant et de biocontrole des formules a révélé un impact positif pour 1'ensemble des
parametres examinés. La formule F3 s'est démarquée la plus performante, suivie de pres par la
F6 démontrant un pouvoir biostimulant remarquable pour la majorité des parameétres étudiés.
Ce bioengrais a amélioré de 28,37 % ; 30,59 % ; 140,55 % ; 91,84 % ; 154,55 % ; 143,75 % et
20 % par rapport au témoin les parametres HT a la fin de culture, LR, PFA, PSA, PFR, PSR et
P respectivement. Alors que, la formule F12 s'est distinguée comme la plus performante en
termes de capacit¢ de biocontrole, suivie par la F4, notamment pour les parametres
morphologiques, ou des améliorations significatives de 20,93 % ; 35,23 % ; 69,67 % ; 44,19 %
; 145 % et 100 % par rapport au T1 ont été enregistrées pour les parametres HT a la fin de

culture, LR, PFA, PSA, PFR et PSR respectivement avec la F12.

Mots clés : PGPR, Bioengrais, Consortium, Encapsulation, Biocontrdle, Biostimulant, Bl¢ dur.



Abstract

Exploiting natural resources such as the beneficial plant growth promoting rhizobacteria
(PGPR) and methods of microbiome engineering represents a promising avenue to enhance
crop production and soil fertility. PGPR represents the most studied and widely used group
within the plant microbiome, due to their diverse ecosystem services. Although inoculants of
single strains of PGPR are highly recommended to boost plant growth, real-world employment
are still limited by inefficient methods. Our study aims to isolate and characterize eighteen new
strains for use to formulate PGPR-based biofertilizers, using consortia of integral strains.
Fourteen formulas were developed based on the PGP characteristics of the strains, using the
encapsulation technique in an alginate-cellulose solution, and then their biostimulating and
biocontrol potential was evaluated on a Oued El Bared wheat variety, both in disinfected soils
and in soils infected with pathogens. The results show that ten isolates have interesting PGP
traits such as nitrogen fixation, solubilisation of phosphorus and zinc, production of AIA and
lytic enzymes. The investigation of the biostimulant and biocontrol capacities of the formulas
revealed a beneficial effect across all the parameters studied. The F3 formula was the most
effective, followed closely by the F6 which demonstrated remarkable biostimulating potentiel
for most of examined parameters. This biofertilizer was improved by 28.37%; 30.59%;
140.55%; 91.84%; 154.55%; 143.75% and 20% compared to the control the HT test, LR, PFA,
PSA, PFR, PSR and P, respectively. While formula F12 demonstrated the highest efficacy in
terms of biocontrol capacity, followed by formula F4, for morphological parameters, where
significant improvements of 20.93%; 35.23%; 69.67%; 44.19%; 145% and 100% compared to
T1 were recorded for end-cultivation HT parameters; LR, PFA, PSA, PFR and PSR respectively
with formula F12.

Keywords: PGPR, Biofertilizers, Consortium, Encapsulation, Biocontrol, Biostimulant,

Wheat.
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