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Résumé

La rhizosphére favorise le développement et 'activité d'une communauté microbienne immense et
diversifiée, dont des micro-organismes capables de favoriser la croissance des plantes. Parmi ces derniers, les
rhizobactéries favorisant la croissance des plantes (PGPR) qui colonisent les racines des monocotylédones et
des dicotylédones, et améliorent la croissance des plantes par des mécanismes directs et indirects donc il
existe une relation entre les PGPR et les plantes. Parmi ces plantes on a choiside travailler sur le Ziziphus
lotusqui est une plante médicinale qui a des effets bénéfiques sur la santé humaine.

Dans le cadre de notre travail, nous avons analysé¢ deux types de données. Le premier type de
données basé sur I’isolement et caractérisation morphologique et biochimique des rhizobactéries isoléesa
partir de la rhizosphére du Ziziphus lotus de la région Mghila de la wilaya de Tiaret.

Dans le deuxiéme type de données, nous avons essay¢ d'étudier les effets des PGPR sur la croissance
et leur effet sur la production de métabolites secondaires (polyphénols totaux, flavonoides et tanins
condensées)chezZiziphus lotus.

Les résultats obtenus ont montré que toutes les souches bactériennes,isolées de la rhizosphére du
jujubier spontané de la région de Mghila, sont des PGPR appartenant aux genres: Staphylococcus (R),
Acinetobacter (K), Bacillus (S¢), Pseudomonas (P) et Paenibacillus (B). Malheureusement, a cause de
problémes de contamination des souches bactériennes par des champignons au laboratoire, on a pas pu
achever I'essai.

Mots clé : Rhizosphere, PGPR, Ziziphus lotus, Isolement, Caractérisation ;Métabolites secondaires.

Abstract

The rhizosphere supports the development and activity of a huge and diverse microbial community,
including microorganisms capable of promoting plant growth. Among these, the plant growth promoting
rhizobacteria (PGPR) which colonize the roots of monocots and dicots, and improve plant growth by direct
and indirect mechanisms, thus there is a relationship between PGPR and plants. Among these plants we
chose Ziziphus lotus, which is a medicinal plant with beneficial effects on human health.

In our work, we analyzed two types of data. The first type of data based on the isolation and
morphological and biochemical characterization of rhizobacteria isolated from the rhizosphere of Ziziphus
lotus of the region Mghila of the wilaya of Tiaret. In the second type of data, we tried to study the effects of
PGPR on growth and their effect on secondary metabolite (total polyphenols, flavonoids and condensed
tannin) in Ziziphus lotus.

The obtained results showed that all the bacterial strains isolated fromthe rhizosphere of
spontaneousjujube of the region Mghila are PGPR which belong to the genus Staphylococcus (R),
Acinetobacter (K), Bacillus (S¢), Pseudomonas (P) etPaenibacillus (B).Unfortunately, because of the
contamination of bacterial strains by fungus, we were unable to continue the experiments.

Key words: Rhizosphere, Plant, PGPR, Ziziphus lotus, Isolation, Characterization, Secondary metabolites.
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Liste des abréviations

AlIA : acide indole-acétique.

CaCOs; : carbonate de calcium.

CFU : colonie formant unité

DO : densité optique.

ED : eau distillé.

EDS : eau distillé stérile.

K;HPO, : hydrogénophosphate de potassium.
K>SO, : sulfate de potassium.

MgSO, : sulfate de magnium.
NPG:nodulating promoting rhizobacteria.

PGPR : plantgrowthpromotingrhizobacteria.
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Introduction

Les plants méritent qu’on s’intéresse a elles pour plusieurs raisons, en effet, ce sont
des formes de vie surprenantes et fascinantes qui transforment et améliorent nos vies. Les
plantes sont présentes dans tous les aspects de la civilisation humaine : les restes des
photosynthétiques sont a I’origine de tous les combustibles fossiles ; les plantes permettent la
production d’aliments et médicaments ; leurs fibres servent a la fabrication de vétement ; le

bois est une source d’énergie ainsi qu’un matériau de construction (Nabors, 2008).

En résumé, les plantes rendent la vie sur terre possible, a I’instar d’autres organismes
synthétiques, les plantes sont des récepteurs solaires biologiques qui emprisonnent 1’énergie
solaire. Au cours de la photosynthese, elles produisent la quasi-totalité de I’oxygeéne et des
aliments de la plancte Terre. Elles synthétisent toutes les molécules organiques de structure,
qui sont modifiées et recyclées par des organismes non photosynthétiques dans tous les

réseaux trophiques (Nabors, 2008).

Parmi les plantes, il y a celles qualifiées comme plantes médicinales et qui sont des
plantes possédant une activité pharmacologique a usage thérapeutique. Cette activité est due a
la présence d’un certain nombre de substances actives dont la plupart agissent sur I’organisme
humain. Elles sont utilisées en pharmacie humain et vétérinaire, en cosmétologie, ainsi que
dans la confection des boissons, soit nature, soit en préparations galéniques, soit encore sous

forme de principes actifs pour obtention de médicaments (Naghibiet al., 2005).

Depuis I’aube de I’humanité, les plantes ont été les alliées des hommes pour leur
nourriture et aussi pour se soigner, pour remédier aux diverses maladies. Les premicres
connaissances sur 1’usage des plantes sauvages semblent avoir été inspirées par 1’observation
des comportements animaux : ceux-ci ayant recours a certaines plantes, seulement lorsqu’ils
sont malades. Puis, la longue acquisition d’une bonne connaissance par les hommes des effets
des plantes disponibles dans leur environnement s’est faite surtout de facon empirique,

quelquefois par I’intuition de certains hommes-médecine (Coquert, 2017).

Les plantes médicinales ont fait I’objet de beaucoup d’étude grace aux principes actifs
qui différent d’une plante & une autre créant ainsi une biodiversité remarquable. Plus de cinq

mille substances médicinales naturelles différentes ont ét¢ identifiées(Farombi, 2003).

Une des originalités majeures des végétaux réside dans leur capacité a produire des
substances naturelles trés diversifiées. En effet, a co6té des métabolites primaires classiques
(glucides, lipides, acides nucléiques), ils accumulent fréquemment des métabolites dits «

secondaires » dont la fonction physiologique n’est pas toujours évidente mais qui représentent
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une source importante de molécules utilisables par ’homme dans des domaines aussi

différents que la pharmacologie ou 1’agroalimentaire (Jay, 2005).

Les métabolites secondaires sont des molécules organiques complexes synthétisées et
accumulées en petites quantités par des plants autotrophes, ils sont divisés principalement, en
trois grandes familles : polyphénols, terpénes et alcaloides (Lutge 2002, Abderrazak et Joél
2007)

Les plantes produisent une grande diversit¢ de métabolites secondaires pour leur
défense et leur survie(Tremblin, 2009)Le métabolisme secondaire joue un réle écologique
majeur dans les interactions des organismes avec leur environnement(Lvanisevic, 2011).Les
métabolites secondaires jouent des roles importants dans les réponses de défense des plantes

aux agents pathogenes(Sinmon, 2009).

Parmi les plantes médicinales riches en métabolites secondaire, on a choisi de
travailler sur le jujubier spontané (Ziziphus lotus) qui appartient au genre Ziziphus de la
famille des Rhamnacées et 1’ordre des Rhamnales. Le jujubier est décrit comme un arbuste
épineux et sarmenteux, un buisson ou petit arbre de 1,5 a 2 m de haut. Le jujubier est utilisé

en pharmacopée traditionnelle et dans I’alimentation des populations (Doumbia, 2008).

Les recherches actuelles sur les différentes activités pharmacologiques de Ziziphus
lotus ont ressorti plusieurs effets de grande importance pour la médecine moderne. Les
flavonoides et les saponines de 1’écorce des racines du Ziziphus lotus ont montré une activité
anti-inflammatoire significative (Chouchane, 2006). Le Ziziphus lotus inhibe la production de
monoxyde d’azote (No), cette activité apparait potentiellement avec 1’extrait méthanolique de
I’écorce des racines qui est la source possible de I’agent anti-inflammatoire dans la réaction
de I’hypersensibilité retardée induite par oxazolone. Les feuilles du Ziziphus lotus possedent
des effets analgésiques attribués a leur contenu en principes actifs (les flavonoides et les
saponines), toutes ces activités confirment 1’usage traditionnel de cette plante dans certaines
maladies inflammatoires et douloureuses (Borgi, 2007). Les feuilles, 1’écorce des racines de
Ziziphus lotus posséde une importante activité antiulcérogénique attribuées a la présence des

tanins et des flavonoides connus par leurs effets gastro protecteur (Borgi et al, 2007).

Le métabolisme secondaire est une exclusivité du monde végétal. Les produits qui en
résultent ne paraissent pas essentielles a la vie de la plante. Ils sont fournis en trés
faiblequantité, pour avoir une meilleure quantité nous cherchons des méthodes permettant la

stimulation de ces métabolites secondaires.
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Une grande partie de I’intérét des recherches actuelles porte sur 1’étude des produits
naturels et des métabolites secondaires, qui ont montré un grand potentiel dans le traitement

des maladies humaines.

Les teneurs en ions nitrates et phosphate ont €également une influence sur la production
de métabolites secondaires par des cultures de cals ou des suspensions cellulaire (Cresswell et
al., 1989) la biosynthése des métabolites secondaire, bien que contrdlé génétiquement, est
fortement affecté par des facteurs climatiques et environnementaux (Briakin, 2000).Certaines
souches de rhizobactéries qui favorisent la croissance des plantes(PGPR) ont la capacité¢ a

déclencher le métabolisme défensif et donc le métabolisme secondaire (Javier et al., 2012).

Les micro-organismes du sol se développent le plus souvent sur les surfaces des
particules de sols, habituellement au niveau de la rhizosphére, plusieurs types de micro-

organismes différents peuvent y étre présents(Martinko., 2007).

Dans la rhizosphére les microorganismes peuvent étre libres ou étroitement associés
aux racines, I’association la plus strict étant celle de la symbiose qui caractérise d’une part les
relations entre les 1égumineuses et les rhizobiacées, bactéries fixatrices I’azote et d’autre part
les relations entre glomales, champignons formant des mycorhizes avec de trés nombreuses

especes végétales.(Aladoubvette et Christelle, 2019).

On a souvent constaté que de nombreuses populations bactériennes de la rhizosphere
exercent un effet positif sur la croissance des plantes, leur vigueur et leur résistance aux
parasites. On les qualifie, d’une manicre trés générale, de « Rhizobactérie promotrice de la
croissance végétale » ou PGPR (Matthey et Gobat, 2010). Ces bactéries apportent une
contribution spécifique a Il'agriculture en aidant a la protection de certain produit
agricole(Singleton, 2012). Leurs modes d’action sont tres variés(Matthey et Gobat, 2007).
Elles-mémes sont trés variées et elles appartiennent a plusieurs genres incluant Azospirillum,
Azotobacter, Herbaspirillum, Bacillus, Burkholderia, Pseudomonas, Rhizobium et

Gluconacetobacter.

Certaines PGPR produisent des effets bénéfiques sur la croissance des plantes en
présence des pathogenes ou d’un rhizobia. Ces modes d’action indirects sont généralement
attribuables a la compétition, a la production d’antibiotiques et a la détoxification de milieu.
D'autres PGPR stimulent la croissance des plantes en 1’absence de pathogenes. Ces effets
directs regroupent les accroissements de la masse aérienne et racinaire, les élongations

racinaires, et les levées accélérées des plantules. Ces augmentations s’expliquent
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généralement par de meilleurs prélévements et assimilation des éléments nutritifs par la
plante, la protection de phytohormones et le développement de résistance induite chez les

plantes(Beauchamp, 1993).
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Partie expérimentale Chapitre 1 : Matériel et méthodes

1. Objectif du travail

Cette étude contribue a isoler et identifier des nouvelles souches de PGPR et étudier

leurs effets sur les teneurs de métabolites secondaires chez Ziziphus lotus.

Le travail a été réalisé au niveau des laboratoires de microbiologie et de physiologie

végétale de la faculté des sciences de la nature et de la vie-Tiaret, pendant une durée comprise

entre le 12 Avril et le 15 juillet 2021.

2. Matériel

2.1. Matériel utilisé aux laboratoires

Le tableau suivant contient le matériel et appareillage nécessaire pour réaliser cette

expérience.

Tableau 1:Matériel, produits et réactifs utilisés aux laboratoires pour la réalisation des

différentes expérimentations.

Agitateur magnétique, agitateur secoueur, autoclave, bain Marie, balance,

Appareillage | bec bunsen, chambre de culture, microscope, réfrigérateur,
spectrophotométre, étuve, pH métre et vortex.
Barreau magnétique, Béchers, éprouvette graduée, flacons, lames et
Verrerie lamelles, mortier, pissette, boites de Pétri, micropipette, pince, pipettes
Pasteur, spatule, tubes a essai, verre de montre
- Agar, alcool, carbonate de calcium (CaCOs3), chlorure de sodium (NaCl),
Produits eau de javel, eau distillée, glucose, H,O,, hydrogénophosphate de
chimiques potassium(K,;HPO,), mannitol, peptone de caséine, oxyde de Zinc, réactif
Kovac, sulfate de potassium (K,SOy), sulfates d’ammonium, sulfate de
magnésium (MgSQOy).
Milieux de | - Bouillon de Tryptone, milieu Ashby sans Azote, milieu spécifique pour
cultures la solubilisation de Zinc, King B.
Colorants Fushine, violet de gentiane, lugol.

2.2. Matériel microbiologique

Cing souches bactériennes (PGPR) ont ét¢ utilisées durant notre étude. Elles ont été

isolées a partir de sol de la rhizosphére de Jujubier de Mghila-Tiaret.
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2.3. Matériel végétal

Les grains de jujubier sauvage récolté au mois de septembre 2021 de la région de

Mghila ont été utilisés pour l'obtention des jeunes plantules.

3. Méthodes
3.1. Zone d’étude

La région de Mghila est localisée au nord de la wilaya de Tiaret a une altitude de 463
m, une latitude de 1,4137 N et une longitude de 35,5964 N (Fig. 1). Elle est caractérisée par

un climat méditerranéen avec un été chaud.

Figure 1 : Zone d'é¢tude prospectée pour la collecte des fruits, feuilles et racine du jujubier.
(Sources :la carte:https://fr.wikipedia.org/wiki/Meghila; b) 'arbuste de jujubier : photo
originale prise le 22 Avril 2021).
3.2. Démarche expérimentale

3.2.1. Préléevement et isolement des échantillons

L’¢échantillon est prélevé a partir du sol rhizosphérique du jujubier spontané (Ziziphus
lotus L. Desf.). L’isolement et prélévement a été effectué¢ selon la méthode décrite par

Kushwahaet al.(2013).

On a creusé d’abord la zone autour des racines du jujubier jusqu’a atteindre les racines.
Tenant compte autant que possible de la précaution de toute contamination,on a prélevé une

quantité du sol rhizosphérique avec des gants stérile et le mettre dans des potsstériles.

Les échantillons ont été transféré au laboratoire du science du sol ou 10 g de chaque
échantillon de sol rhizosphérique ont été dissous dans des flacons qui contient 90 ml d’eau
distille stérile sous agitation rotative a 150 tr/min (tour par minute) pendant 20 minutes. Une
série de dilutions décimales (10'1,10'2 ,10'3 ,10'4,10'5,10'6 et 10'7) ont ét¢ effectués pour

chaque échantillon.
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Figure 2 : Préparation des solutions.

3.2.2. Ensemencement et incubation

Le milieu de culture qui a été utilisé pour permettre la croissance des isolats dans les
différents tests décrit dans cette étude est le King B. C’est un milieu spécifique pour

différenciation des bactéries..

Des boites de Pétri contenant le milieu de culture King B ont été ensemencés avec 0,1
ml de chaque dilution (Fig. 3) puis incubés dans 1’étuve pendant 72 heures a une température

de 28 °C.

Figure 3 : Ensemencement des souches bactériennes.

3.2.3. Sélections des souches bactériennes.

Apres 72 heures, la croissance bactérienne est remarquable cing souches bactériennes

ont ét¢ bien isolées, prélevée et ré-strie sur le milieu de culture King B de méme méthode
7
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comme précédemment.Les souches ont ét¢ nommées K, R, P, B et S¢. Pour assurer la pureté

des souches, ce processus a été répéter Sfois.

3.2.4. Identification et caractérisation des PGPR

Apres D'isolement des Cinq souches (B, K, R, P, S6), des -caractérisations

macroscopiques, microscopiques et biochimiques ont été réalisée.
» Caractérisation macroscopique

Apres 3 jours d'incubation des bactéries, les cinq isolats ont présenté des différences
caractéristiques des colonies telles que la forme des colonies (rondes, irrégulicres...), la
chromogenes (couleur de la colonie), la surface des colonies (lisse, rugueuse, seéche, ou

dentelée).
» Caractérisationmicroscopique

La coloration de Gram est une coloration différentielle permet de diviser les bactéries
en deux groupes : Gram+ (bien colorées en violet) et Gram- (colorées en rose). Avec la
détermination de la forme (bacille, coccobacille, coque), la taille, et le mode de regroupement
(en amas, en chainette, isole, diplocoque ou diplobacille). L.’observation a 1’état frais permet

d’explorer la mobilité des cellules bactériennes(Denis et al., 2007).

Un frottis bactérien a été réalisé par dépotsd’une goutte d’eau distillée sur une lame de
verre, prélévementd’un fragment de colonie a 1’aide d’une pipette pasteur boutonnée et

dissociation soigneuse de I’inoculum dans la goutte d’eau et laisser sécher.

La préparation a été fixée a la flamme, séchée soigneusement puis laissée refroidir. La
lame a été immergée dans la solution de Cristal Violet pendant 1 min puis a été lavée avec
I’eau. La lame a été, par la suite, immergéedans du Lugol pendant 1 min en agitant et puis elle

a été lavée a nouveau avec de ’eau.

La préparation a €été décolorée dans I’alcool jusqu'a la disparition de la couleur violette
et puis a été lavée avec de 1’eau. A nouveau, la préparation a été colorée avec la solution de
safranine diluée pendant 20 a 30 secondes, a été lavée avec I’eau et a été séchée a ’air (figure
07). L’ensemble, recouvert d’une lamelle, a €té observé sous microscope optique a 1’objectif x

100, en immersion avec de I'huile(Fig. 4).
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Figure 4 : Colorationde Gram.

» Caractérisation biochimique

a) Test d’indole

Les isolats ont été inoculés dans des tubes a essai contenant un bouillon tryptone.
Ensuite, les tubes ont ét¢ incubés a 37 °C pendant 48 h. Apres incubation, quelques gouttes de
réactif Kovac ont été¢ ajoutées aux tubes. L’apparition d’un anneau rouge cerise dans la
couche supérieure indique que le test est positif alors que, son absence indique le que test est

négatif (Fig. 5).

Figure 5 : Test d’indole.
b) Test de catalase

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

activité catalase (Fig. 6).
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Figure 6 : Test de catalase.

¢) Fixation d’azote

Afin de sélectionner les bactéries fixatrices d’azote, un test a été réalisé selon la
méthode décrite par (Rodge, 2016), les isolats ont été striés sur le milieu gélosé Ashby stérile,
sans mannitol (ne contint aucune source d’azote), et incubés dans 1’étuve a 25 °C pendant 48
heures. La croissance des bactéries sur ce milieu de culture indique leurs capacités de fixer

'azote atmosphérique (Fig. 7).

Figure 7:Test fixation d’azote.

d) Solubilisation du zinc

Ce test a été réalisé selon la méthode décrite par (Goteti et al., 2013).Les isolats ont
été striés sur le milieu gélosé stérile contenant 1’Oxyde de zinc (ZnO) insoluble comme seule
source de zinc, puis ils ont été incubés a 30°C pendant 72h. La formation d’une zone claire

autour des colonies bactériennes indique la solubilisation du Zinc par ces bactéries.
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3.2.5. Effet de PGPR sur Ziziphus lotus

» Germination

La surface des graines de jujubiera étéstériliséepar trempage des graines dans I’eau de
javelpendant 4 minutes. Ces derniers ont étérincées abondammentavecl’eau distillée stérile

Sfois pendant 4 minutesa chaque fois.

Les graines désinfectées ont été dispersées dans les boites de Pétri contenant de papier
filtre humidifié avec 1’eau distillé. Les boites dePétri contenant les graines de jujubier ont été

par la suite incubées a 35°C (Fig. 8).

Figure 8 :Germination des graines de Ziziphus lotus.

» Préparation d’inoculum

Les souches rhizobactériennes isolées ont été cultivées individuellement sur le milieu
deculture King B. Apres 48h d’incubation a 22°C, les cultures bactériennes ont été collectées
et chaque boite a été raclée a 1’aide d’un étaleur stérile dans 10 ml d'eau distillée stérile. La
densité optique des suspensions bactériennes initiales a ét¢ d’abord déterminée a I’aide d’un
spectrophotomeétre a une longueur d'onde de 360 nm, I’inoculum peut étre ajusté en ajoutant
soit de la culture s’il est trop faible ou bien de milieu de culture liquide King B s’il est trop

fort jusqu’a atteindre une concentration de 10410 cfu/ml™

» Inoculation des graines de jujubier

11
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Les graines germées ont été immergés dans cinq erlenmeyers de 200 ml contenant des
suspensions bactériennes sélectionnées promotrices de la croissance (K, R, P, B et S¢),

pendant 2 heures.

Le semis des graines a ¢été ensuite réalis€ dans des pots en plastique de 10 cm de
hauteur, contenant du sol stérile humidifié. Les lots ont été organisés en six lot. Les cinq
premiers, ont ét¢ inoculé chacun par une souche de PGPR (K, R, P, B et S¢) et le sixiéme lot

est considéré comme témoin négatif ne contenant aucun inoculum (Fig. 9).

Les lots ont été ensuite incubés dans une chambre de culture a 35°C avec une
photopériode de 16 heures de lumicere par jour. Ils ont été arrosés quotidiennement avec de
I’eau. 15 jours apres le semis, un rappel bactérien sur les plants inoculés a été procédé, chaque

pot a été arrosé€ avec un volume de 13 ml des suspensions bactériennes de chaque souche.

Figure 9: Inoculation bactérien des graines germées de Ziziphus lotus.

» Parameétres mesurés

Les paramétres qui devraient se mesurer portent sur des parametres de croissance
(Longueur des racines, hauteur des tiges, poids des biomasses aériennes et racinaires fraiches
et seches et le nombre des feuilles par plante) et des teneurs en certaines métabolites
secondaires (polyphénols, flavonoides et tanins condensées). Malheureusement, on n'a pas pu
mesurer ces parametres a cause de la contamination des souches bactériennes par des
champignons phytopathogénes, principalement par Rhizopusssp. Dans la suite de cette partie
matériel et méthode, on va présenter comment devrait se réaliser les protocoles expérimentaux
qu'on n'a pas pu faire en réalité.
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a) Parameétres de croissance

Toute la partie qui s’étale du collet jusqu’a la coiffe et toute la partie qui s’étale du

collet jusqu’au sommet de la plantule devrait étre mesurées a 1'aide d'un double décimétre.

Les poids des biomasses aériennes et racinaires fraiches et séches des feuilles et des

racines devraient étre déterminés par une balance de précision.
Les feuilles développées devraient étre comptées.

b) Détermination des teneurs en composés phénoliques

» Préparation des extraits aqueux

Les extraits aqueux se préparentselon la méthode décrite par Younesi et Zadah(2002)a

partir des feuilles et des racines séches et broyée de Ziziphus lotus.

Une macération aqueuse s'effectue a partir 50g de poudre des feuilles ou de racines du
Ziziphus lotusmélangés avec 500 ml d’eau distillé et placés sur un agitateur magnétique

pendant 72 h.Apres filtration sur papier filtre,le filtrat se préte aux dosages.
» Dosage de polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux des extraits des feuilles et des racines de Ziziphus
lotus s'effectue selon la méthodebasée sur Il'utilisation du Folinciocalteu(Wong et al.,
2006).200 pl de I’extrait s'ajoute a 1 ml du réactif de Folinciocalteu, aprés 4 min, 800ul de
Na,COL] s'ajoutentavec agitation.A la fin, I’ensemble est incubé a I’ombre pendant 2h et a la

température ambiante. L’absorbance est lue a 765 nm par un spectrophotometre.
» Dosage des flavonoides

Le dosage des flavonoides se fait selon la méthode décrite par (Ribéreau-Gayon et al.,
1978).1ml d’échantillon est ajouté a 1ml de la solution d’AlCl;. Aprés 10min, a longueur

d’onde égal 430nm I’absorbance est lue.
» Dosage de tanins condensés

La méthode a la vanilline décrite par (Deshpande et al., 1986) est utilisée pour le
dosage des tanins condensés. Pour 400ul de I’échantillon, 3ml d’une solution de de vanilline
et 1.5ml d’acide hydrochlorique concentré sont ajoutés. Apres incubation pendant 15min,

I’absorbance est lue a 500nm.
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Les bactéries du sol sont trés importantes dans les cycles biogéochimiques et sont
utilisées pour la production végétale depuis des décennies. Les interactions plantes-bactéries
dans la rhizosphere sont les déterminants de la santé des plantes et de la fertilité du sol. Les
bactéries du sol vivant librement et bénéfiques a la croissance des plantes, généralement
appelées rhizobactéries favorisant la croissance des plantes (PGPR), sont capables de
favoriser la croissance des plantes en colonisant leurs racines. Les PGPR sont également
appelées rhizobactéries favorisant la santé des plantes (PHPR) ou rhizobactéries favorisant les
nodules (NPR). Elles sont associées a la rhizosphere, qui est un environnement écologique

important du sol pour les interactions plantes-microbes (Rifate et al., 2010).
1. Caractérisation et identification des PGPR

L’objectif de cette étude est de caractériser des rhizobactériespotentiellement
promotrice de la croissance végétative a travers des tests morphologiques, biochimiques et
culturelles des souches bactériennes isolées a partir de la rhizosphere deZiziphus lotus en
provenance de la région Mghila -Tiaret. Cinq souches ont été isolées et ont ét¢ nommées K,

R, B, P et S¢.
1.1. Identification phénotypique des souches bactériennes

Les méthodes macroscopique et microscopique comprennentdes techniques
standardisées permettant la détermination des caractéristiques morphologiques des bactéries.
Les tests effectués sont basés sur les critéres classiques utilisés dans les schémas
d’identification pratiques dans la plupart des laboratoires microbiologie (Denis et al., 2007).

Le tableau 2 résume tous les caracteéres morphologiques des cinq souches isolées.
Tableau 2 : Caracteres morphologiques des cing souches isolées.

Réaction Mode de

Isolats Marge Couleur Forme Odeur

de gram regroupement

Lisse Blanche  Coccobacille Négative Irréguliers

_ . Irréguliers et
Souche R Lisse Orange Coque S Positive )
réguliere

Lisse Blanche Bacille - Positive Irréguliers

Lisse Créme Bacille - Négative Régulicres
Souche S6 Lisse Créme Bacille +++ Positive Irrégulicres

L’observation macroscopie des colonies bactériennes isolées a partir de rhizosphére de

Zizyphus lotus a révéler différents types de colonies aux caractéristiques similaires pour

quelques-unes et relativement variables pour d’autres.
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Tous les isolats présentent des colonies bactériennes d’une surface lisse (Fig. 10),

cependant nous avonsobservé une variation dans la taille des colonies (petites ou moyennes)

et dans leurs couleurs (blanche, créme ou orange).

Figure 10: Observation morphologique des souches bactériennes isolées apres la purification
sur le milieuKing B. (A) : La souche R, (B) : la souche K, (C) : La souche B, (D) : la souche
S¢ et (E) : La souche P.

L’odeur etl’aspect des colonies observées sur la boite de culture permettentdans

certains cas d’orienter l'indentification vers un groupe de bactérie.

L'observation microscopie,a partir de la coloration de Gram, nous a permis de
différencier les bactéries selon leurs formes (bacille, coccobacille, coque), et leur affinité pour
les colorants (Fig.11).Les bactéries a Gram positif se caractérisent par une couleur violette.

Quant aux bactéries a Gram négatif, elles sont identifiées par un couleur rose.
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Figure 11: Observation microscopique des isolats sous le microscope optique (x100). (A) :

La souche R, (B) : La souche K, (C) : La souche B, (D) : La soucheSg, (E) : La souche P.

1.2. Caractérisation biochimique des souches bactérienne isolées
Les résultats de la caractérisation biochimique, obtenuspour lescingsouches
bactériennes isolées a partir de la rhizosphére de Ziziphus lotus de la région de Mghila-

Tiaret,sont résumés dans le tableau 3.
Tableau 3: Caractérisation biochimique des cinq souches bactériennes isolées.

La souche Teste de Fixation Solubilisation de
Teste Indole

bactérienne catalase d’azote zinc

Contamination par
Souche R . p
champions.
Contamination par
+ + + . p
champion.
Contamination par
Souche B + + + .
champions.
Contamination par
Souche S6 + + - .
champions.
Contamination par
+ + ) i p
champions.

1.2.1. Testd’indole

Les PGPR peuvent contribuer a I’amélioration du développement des végétaux, avec
la production dedifférentes phytohormones dont 1’auxine (Kloepper, 1978).Cette hormone
représentée principalement parl’acide indole-acétique (AIA), est une hormone de nature acide
faible commune, mais aussi, un produit du métabolisme L-tryptophane qui
stimulel’¢élongation cellulaire et la dominance apicale, favorise D’initiation des racines

16



Partie expérimentale Chapitre 2 : Résultats et discussions

adventives, favorise la fructification et la germination des graines et prévient I'abscission des

feuilles (Labidi, 2017)

La production de I’acide indole-acétique a été détectée chez plus de 80% des bactéries
en provenance de la rhizosphére. Cependant, la documentation de la production de I’acide
indole-acétique par les bactéries Gram positive est rare (Shahab, 2011). Parmi les especes
bactériennes capables de produire 1’acide indole-acétique, on retrouve les genres

Pseudomonas, Arthrobacter, Acinetobacter, Entérobactérie et Bacillus (Yuan et al., 2011).

Les résultats obtenus dans notre essai ont montré que toutes les souches bactériennes,
isolées de la rhizosphere du Ziziphus lotusde la région Mghila-Tiaret, ont réagi positivement

avec ce test par la formation des anneaux rouges apres 1’ajout de réactif Kovac(Fig. 12)

Figure 12:Réaction positif de test I’indole.

1.2.2. Test de catalase

L'activité catalase est un trait important des bactéries car elle les aide a se protéger
contre le peroxyde d'hydrogéne, un composé toxique pour les bactéries et les racines des
plantes. Par conséquent, les PGPR ayant une activité catalase survivront dans la rhizosphére

et favoriseront indirectement la croissance des plantes (Olubukola et Wihkochombom, 2014).

Un test de catalase jugé comme étant positif est observable si des bulles d’air
apparaissent apres le contact les bactéries avecle peroxyde d’oxygene. Dans le cas contraire,

un test négatif ne permet pas de distinguer des réactions provocant le dégagement d’oxygene.

Dans notre étude, tous les isolats (R, K, B, S¢ et P) présentent une réponse nettement
positive a ce test, puisque des bullesd’air sont observées dans la goutte de peroxyde

d’oxygene ajouté (Fig. 13).
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Figure 13 : Test positifde catalase chez toutes les souches bactériennesisolées, (A) : La

souche R, (B) : LA souche K, (C) : La souche B, (D) : La souche S¢ et (E) : La souche P.

1.2.3. Fixation de I’azote

L'azote est un nutriment important pour plusieurs activités chez la plante et est souvent
un facteur limitant pour leur croissance. La fixation de 1’azote par les micro-organismes
vivant librement, en association avec les plantes ou vivant en symbiose représente la source la
plus importante d’azote dans les écosystémes naturels (Burgman et al., 2004). Les plantes
peuvent acquérir I’azote sous deux formes minérales, soit le nitrate (NOs3) ou I’ammonium
(NO4") (Mantelin et Touraine, 2004). Les micro-organismes diazotrophes peuvent permettre
a la plante d’acquérir 1'azote nécessaire sous forme minérale. Plusieurs espeéces de micro-
organisme tel que Paenibacillusazotofixans, Bacillus sp., Paenibacilluspolymyxa, ... etc. ont

été caractérisées comme fixatrices d’azotes (Ding et al., 2005).

Dans notre étude,nous avons utilisé deux différents milieu Ashbyqui diffeérent par la
composition du mannitol (présence ou absence du sucre). La comparaison des résultats
obtenus dans chaque milieu Ashby amontré que toutes les souches ont les mémes réactions

dans les deux milieux (Fig.14).
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Figure 14 :Croissance des isolats dans le milieu Ashbyavec mannitol. A:Sans sucre ; B: Avec

mannitolavec le sucre.

Les souches bactérienne R, K, B ont réagi positivement dans les deux milieux
(croissance bactérienne), par contre, les souches Sg et P ont réagi négativement dans les deux

milieux (pas de croissance bactérienne) (Fig.15).

Figure 15:Réaction de la fixation de I’azote dans les deux milieux. A:Réaction positivechez
les souches K, R et B dans les deux milieux ; B : Réaction négativechez les souches Sg et P.
1.2.4. Solubilisation du zinc

Les PGPR favorisent la croissance des plantes en solubilisant et en facilitant
I'acquisition des nutriments. Plusieurs PGPR se sont révélées étre des solubilisateurs de zinc

efficace. Ces bactéries améliorent la croissance et le développement des plantes en colonisant
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la rhizosphére et en solubilisant les composés complexes du zinc en composés plus simples,

rendant ainsi le zinc disponible pour les plantes (Sana et al., 2017).

Les résultats obtenus et illustrés dans la figurel6 ne montre par la réaction des
bactéries avec leur milieu de culture a cause des contaminations des boites par des
champignons.L'essai a été répété plusieurs fois, mais malheureusement, a chaque fois, toutes

les boites ont été contaminées par des champignons.

Figure 16: Contamination par les champignons.

2. Identification des souches bactériennes

Les résultats de caractérisation morphologique et biochimique des cinq souches
bactérienne isolées de la rhizosphere du Ziziphus lotus de la région Mghila-Tiaret, ont permet
I’orientation des cinq souches vers cinq genres principaux : Staphylococcus (R),

Acinetobacter (K), Bacillus (S¢), Pseudomonas (P)etPaenibacillus(B).

3. Test de I'efficacité des souches isolées

L'objectif visé apres l'isolement et la caractérisation des souches, isolées a partir de la
rhizosphére du jujubier spontané de la région de Mghila, était de tester l'efficacité de ces
souches sur les parametres de croissance (hauteur de la tige, longueur des racines, poids frais
et secs des biomasses aériennes et racinaires, le nombre de feuilles et la surface foliaire) et la
production de certaines métabolites secondaires (polyphénols totaux, flavonoides et tanins

condensés) d'une culture jeune de jujubier spontané (Ziziphus lotus).

Malheureusement les souches bactériennes ont été contaminées par plusieurs
champignons, principalement le Rhizopus sp.Qui a conduit a la mortalité des jeunes plantules

du jujubier spontané.

Les essais des efficacités des souches bactériennes ont été répété plusieurs fois, depuis

le début de juin jusqu'au mi-juillet (période de fermeture des laboratoires), mais apres chaque
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purification des souches, ces derniéres se sont contaminées par des champignons durant la
période d'incubation. Ces champignons ont provoqué la mortalité de plus de 200 plantules de

jujubier spontanées préalablement préparées.
4. Discussion

Les rhizobactéries favorisant la croissance des plantes (PGPR) sont bien connues pour
leur application dans une large gamme de cultures agricoles et de plantes médicinales
importantes pour 'amélioration de la croissance, le rendement de la récolte, la valeur ajoutée
aux plantes, etc. Ces divers attributs sont le résultat de mécanismes variés dont certains sont la
fixation d'azote, la détection de quorum, l'interférence de signaux, la production de
phytohormones, la solubilisation de phosphate, la production de composés organiques
volatils, la production de sidérophores, etc. La capacité a remplacer les engrais chimiques a

potentiellement augmenté la demande de PGPR (Rifate et al., 2010).

L’objectif de cette étude est de caractériser des rhizobactéries potentiellement
promotrice de la croissance végétative a travers des tests morphologiques, biochimiques et
culturelles des souches bactériennes isolées a partir de la rhizosphére de Ziziphus lotus en
provenance de la région Mghila -Tiaret. Cinq souches ont été isolées et ont été nommeées K,
R, B, P et S¢. Les résultats de caractérisation morphologique et biochimique des cinq souches
bactérienne isolées ont permis 1’orientation des cinq souches vers cinq genres principaux :

Staphylococcus (R), Acinetobacter (K), Bacillus (S6), Pseudomonas(P)et Paenibacillus(B).

Parmi les Cocci gram positive, il a été noté une nette prédominance (41%) des
staphylocoques. Le genre Staphylococcus appartient au phylum des firmicutes (bactéries a
gram positif) a la classe des Bacili et a 1’ordre des Bacillales (Robert, 2003). Les
staphylocoques sont des coques immobiles, non sporulées, isolées ou groupées en
diplocoques, ou les plus souvent, en amas plan de plusieurs éléments (du grec staphylo,
grappe de raisin), de diametre moyen de 0,8 a 1um. On y trouve chez peu de souches la
présence de capsule visible en microscope optique en présence d’encre de chine. Mais les

souches peuvent perdre leur capsule aprés culture (Robert, 2003).

Le genre Acinetobacter est caractéris€é par des coccobacilles a Gram négative,
immobiles et non sporulées. En phase d’exponentielle de la croissance, ils ont des bacilles de
diameétre de 0,9 a 1,6 pum et de longueur et de 1,5 a 2,5 um souvent associés en paires ou en
chaines de longueurs variables (Doughari et al, 2011). Ces bactéries sont aérobies strictes, a
oxydase négative, a catalase positive et non fermentaires. C’est le test de 1'oxydase négative
qui sert de test rapide et présomptif pour distinguer I'Acinetobacter et des autres bactéries non
fermentaires (Bergogne et Towne, 1996).

21



Partie expérimentale Chapitre 2 : Résultats et discussions

Le genre bacillus représente un groupe hétérogéne de bactérie en forme batonnets
droits ou légerement incurvés, a gram positif avec des extrémités arrondies, a I’exception des
membres de Bacillus cereus qui posseédent des extrémités carrées, d'une longueur de 0,9 a 10
um. Ces bactéries sont immobiles ou mobiles par flagelle péritiriches aérobies ou anaérobies
facultatifs mais certaines especes peuvent étre anaérobies stricts (Devos et al., 2005).Ces
bactéries se présentent isolées, en paires ou en chainette. Elles ont une catalase positive,
capables de croitre sur des milieux ordinaires comme la gélose nutritive. La morphologie des
colonies est trés variable entre et au sien des especes. La composition de milieu de culture et
les conditions d’incubation influents sur cette morphologie. Mais malgré cette diversité, le

genre de Bacillus n'est pas difficile a identifier (Devos et al, 2009).

Les Pseudomonas sont des bactéries a Gram négatif, a oxydase positive, a catalase
positive, non fermentaires, mobiles par ciliature polaire monotriche. Elles ont un métabolisme
strictement respiratoire avec, comme accepteur terminal d’électrons, 1’oxygéne pour aérobiose

et pour certains espece le nitrate en anaérobiose (respiration des nitrates) (Monteil, 2006).

Les Paenibacillus sont des bactéries en forme de batonnets, a Gram positif, mobiles,
anaérobies facultatives ou strictement aérobies, qui se développent le plus souvent de fagon
optimale a un pH neutre et a une température comprise entre 28 et 40°C. Les membres de
Paenibacillus, initialement inclus dans Bacillus, ont été signalés comme participant a la
fixation de l'azote atmosphérique, a la solubilisation du phosphate et du potassium, a la
production de phytohormones et de métabolites antimicrobiens, et a I'absorption de
micronutriments par les plantes. En outre, plusieurs espéces de Paenibacillus isolées de divers
environnements ont également été signalées comme possédant un potentiel pour la
biorémédiation des xénobiotiques dans des conditions environnementales (Amaresan et al.,

2020)

Dans notre travail, les résultats obtenus ont montré que les cing souches bactériennes
isolées (R, K, B, S¢ et P) ont produit ’acide indolique acétique. Cette réaction positive
explique I’aptitude de la bactérie a métaboliser L-tryptophane en acide indolique acétique ou
en d'autres composés analogues (Atiqur et al., 2010). L’acide indole-acétique (AIA) est le
plus important du groupe des auxines et quantitativement le plus produit par les PGPR. Il
fonctionne comme une molécule signal importante dans la régulation du développement des
plantes, agissant sur l’organogenése, les réponses trophiques, les réponses cellulaires, la
différenciation et la régulation des génes (Ryu et Patten, 2008). Le rdle de I’acide indole-

acétique dans la stimulation de la croissance est obtenu en imitant 1’effet de la bactérie par
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I’application direct de I’acide indole-acétique sur les racines. Il favorise la survie des bactéries

dans la rhizosphére (Narula et al., 2006).

Le test de catalase est utile pour différencier entre les bactéries aérobies et anaérobies
obligatoires. Dans notre résultat, nous avons trouvé que I’activité de la catalase est présente
chez toutes les souches bactériennes isolées. Des études antérieures réalisées par Malleswari
et Bagyanarayana (2013) ont rapporté que les bactéries manifestant une activité de la catalase

sont hautement résistantes aux stress environnementaux.

Les bactéries fixatrices de I’azote ont la capacité de récupérer 1’azote atmosphérique et
de la fournir aux plantes par deux mécanismes : symbiotiques et non symbiotiques. (Munees
et Mulugeta, 2014). Notre test de fixation de 1’azote, réalisé¢ sur une gélose du Ashby, a
montré que les souches bactériennes R, K et B sont les seules bactéries fixatrices de I’azote.
Certaines PGPR ont la capacité de fixer ’azote et sont aptes former une interaction libre (non

obligatoire et non durable) avec la plante hote(Munees et Mulugeta, 2014).

Le zinc est un micronutriment crucial pour toutes les formes de vie. Chez les plantes,
il est impliqué dans un large éventail de processus métaboliques tels que la synthese et la
dégradation des glucides, des lipides, des protéines et des acides nucléiques. Le zinc est
structurellement 1i€¢ a certaines enzymes végétales importantes, comme I'anhydrase
carbonique et le superoxyde dismutase, dont les activités sont négativement affectées dans des
conditions de carence en zinc. La carence en zinc est fréquemment rencontrée chez les plantes
poussant dans des sols calcaires et sodiques en raison de la formation de carbonate de zinc
insoluble qui diminue la disponibilit¢ de ce métal. Les principales cultures touchées par la

carence en zinc sont le blé, le riz, le mais, le coton et les agrumes (Sirohi ef al., 2014).

Dans notre travail, nous avons trouvé un résultat négatif a cause de la contamination

de la gélose par des champions principalement le Rhizopus sp.
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Conclusion

Les rhizobactéries qui favorisent la croissance des plantes et connues sous le terme
PGPR, stimulent directement la croissance de celles-ci en augmentant le prélévement des
¢léments nutritifs du sol, en induisant et produisant des régulateurs de croissance végétale et
en activant les mécanismes de résistance induite chez les végétaux. Les PGPRstimulent
indirectement la croissance des végétaux par leur effet antagoniste sur la microflore qui leur
est néfaste, en transformant les métabolites toxiques et en stimulant la nodulation des

légumineuses par les rhizobactéries.

A travers ce présent travail et les expériences réalisées, nous avons affermé la
présence, dans la rhizosphére de la plante Ziziphus lotus, de certaines rhizobactéries PGP,

capable de fixer I’azote atmosphérique et produire 1’auxine.

Nos isolatsbactériens se caractérisent, en grande partie des variations entre souches

bactériennes.

La souche (R) est une bactérie a surface lisse, avec une odeur forte, sa couleur est
orange, sa forme est en coques, a Gram positive, a catalase positive avec un test d’indole

positif et un test de fixation d’azote positif.De ce fait elle appartient au genre Staphylocoques.

La souche (K) est une bactérie a surface lisse, avec absence d’odeur, sa couleur est
blanchatre, sa forme est coccobacille, 8 Gram négative, a catalase positive, avec un test
d’indole positifet avec un test de fixation d’azote positif. De ce fait, elle appartient au genre

Acinetobacter.

La souche (B) est une bactérie a surface lisse, avec une absence d’odeur, sa couleur est
blanchatre, sa forme est bacille, a Gram positive, a catalase positive, avec un test d’indole

positif et un test fixation d’azote positif. De ce fait, elle appartient au genre Bacillus.

La souche (S¢) est une bactérie a surface lisse, avec une odeur forte, sa couleur est
créme, sa forme est bacille, a Gram positive, a catalase positive, un test d’indole positif avec

un test fixation d’azote négatif. De ce fait, elle appartient au genrePaenibacillus.

La souche (P) est une bactérie a surface lisse, avec une absence d’odeur, sa couleur est
créeme, sa forme est bacille, a Gram négative, a catalase positive, avec un test d’indole positif

et un teste fixation d’azote négatif. De ce fait elle, appartient au genre Pseudomonas.

Ainsi, dans la perspective d’approfondir ce travail et afin d’optimiser la production des

métabolites secondaires chez les plantes médicinales, il serait judicieux de :
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» Tester d’autres types des éliciteurs biotiques et/ou abiotiques tel que : la température,
I’hypoxie, la lumicre, les métaux lourds, les champignons et les combinaisons de ces

¢éliciteurs avec les PGPR ;

» Améliorer les conditions de culture des plantes médicinales, en utilisant surtout des

systémes hydroponiques moderne et sophistiqués dans des serres controlées.
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Composition de milieux de culture :

1-Composition de milieu de culture King B (g/1) :

Composant Quantité
Peptone de caséine 20g
Glycérol 15ml
K,HPO, 1,5g
MgSO, 1,15¢
Agar 15¢
ED 1000ml

2-Composition du Ashby sans azote en (g/) :

Composant Quantité
Mannitol 20g
K;HPO, 0.20g

MgSO, 0.20g
Na(Cl 0.20g
K>S0, 0.10g
CaCOs; Sg
Agar 15¢
ED 1000ml

3-Composition du tryptone sel pour S00ml :

Composant quantité
Peptone de caséine 5g
NaCL 2,5¢g
ED 500ml




Annexe

4-Composition de milieu gélosé stérile spécifique pour le

solubilisation de zinc(g/1™) :

test de

Composant Quantité
NH,SO, lg
KCl 0,2g
K;HPO, 0.2g
MgSO, 0.2
Agar 15g
ED 1000ml

Dextrose 10g

Zn0 et ZnCO; 0.1%




