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Résumé:

Les céréales, particulierement le blé dur, sont des ressources nutritionnelles et économiques capitales.
Cette ¢tude a évalué l'impact de deux isolats bactériens de Bacillus (Isolat 1 et Isolat 2) sur la
croissance des semences de blé dur 'Oued El-Bared'. Les semences ont été cultivées dans différents
sols (stérilisé, sans agrochimiques, avec pesticides) et comparées a un traitement NPK sulfate,
évaluant germination, développement végétal et potentiel biopesticide.

En 23 jours, les résultats ont montré une nette amélioration. L'Isolat 2 a notamment permis un taux
de germination de 100% dés le 3¢me jour. Pour le développement racinaire, 1'[solat 2 a atteint une
longueur de 4,1 cm au 3éme jour, et I'Isolat 1 jusqu'a 4,9 cm au 4éme jour. Le développement foliaire
a aussi été stimulé, avec 95% d'apparition des premieres feuilles pour 1'Isolat 2 entre le 6éme et le
9¢me jour, et 100% des deux premiéres feuilles dés le 15¢me jour. A 23 jours, les feuilles ont atteint
25,5 cm avec 1'Isolat 2 et 24,3 cm avec I'Isolat 1 en sol non traité, surpassant le NPK. Les isolats ont
aussi augmenté la teneur en chlorophylle et démontré une activité antifongique significative contre
un phytopathogene. Ces Bacillus présentent donc un double potentiel de biostimulation et de
protection des cultures.

Mots-clés: Bacillus, bio-engrais, biostimulation, blé dur, PGPR.



Abstract

Cereals, particularly durum wheat, represent crucial nutritional and economic resources. This
study investigated the impact of two Bacillus bacterial isolates (Isolate 1 and Isolate 2) on the
growth of 'Oued El-Bared' durum wheat seeds. Seeds were cultivated in different soil conditions
(sterilized, agrochemical-free, and pesticide-enriched) and compared to an NPK sulfate
treatment, evaluating germination, plant development, and biopesticide potential.

Over 23 days, the results showed significant improvement. Isolate 2, notably, achieved a 100%
germination rate by the 3rd day. For early root development, Isolate 2 reached a length of 4.1 cm
by the 3rd day, and Isolate 1 up to 4.9 cm by the 4th day. Foliar development was also stimulated,
with 95% emergence of the first leaves for Isolate 2 between the 6th and 9th days, and 100% of
the first two leaves by the 15th day. By day 23, leaf lengths reached 25.5 cm with Isolate 2 and
24.3 cm with Isolate 1 in untreated soil, surpassing NPK. The isolates also increased chlorophyll
content and demonstrated significant antifungal activity against a phytopathogen. These Bacillus
strains thus present a dual potential for biostimulation and crop protection.

Keywords: Bacillus, bio-fertilizer, biostimulation, durum wheat, PGPR.
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Introduction

L'avénement de l'agriculture conventionnelle au cours du XXe siécle a marqué le début d'une ere
de productivité agricole sans précédent, essentielle pour subvenir aux besoins d'une population
mondiale en croissance exponentielle (Tilman et al., 2002). Cependant, ce paradigme agricole,
intrinséquement dépendant d'intrants synthétiques tels que les engrais chimiques et les pesticides,
révele désormais ses limitations et ses ramifications environnementales délétéres (Pretty, 2008).
L'usage pléthorique de ces substances concourt de maniere significative a la dégradation de la
structure et de la fertilité des sols (Lal, 2015), a la contamination des ressources hydriques, qu'il
s'agisse des eaux de surface ou souterraines (Carpenter ef al., 1998), a I'érosion de la biodiversité
(MEA, 2005), et suscite de surcroit des préoccupations croissantes quant a leur impact sur la santé
humaine et l'intégrité¢ des écosystemes (Guillette ef al., 2006). Face a ce constat alarmant, une
transition vers des systémes agricoles plus durables et résilients s'impose avec une impérieuse

nécessité (Reganold et Wachter, 2016).

L'agriculture durable, dans sa quéte perpétuelle de pratiques respectueuses de 1'environnement et
de la santé publique, explore activement des stratégies alternatives aux intrants chimiques
conventionnels. Parmi ces approches novatrices, 1'exploitation du potentiel inhérent aux micro-
organismes bénéfiques du sol, et plus particulierement des bactéries favorisant la croissance des
plantes (PGPR), suscite un intérét scientifique et agronomique exponentiel (Vessey, 2003). Ces
micro-organismes, naturellement présents au sein de la rhizosphére, établissent des interactions
complexes avec les systémes racinaires des végétaux, conférant une pluralit¢ d'effets positifs sur
leur croissance, leur nutrition et leur résilience face aux stress biotiques et abiotiques (Lugtenberg

et Kamilova, 2009).

Le genre bactérien Bacillus se distingue au sein des PGPR par une diversit¢ métabolique
remarquable (Bergey et al., 2012), sa capacité intrinseque a former des endospores lui conférant
une résistance exceptionnelle aux conditions environnementales adverses (Nicholson et al., 2000),
et la multiplicité de ses mécanismes d'action bénéfiques pour les plantes (Ryan et al., 2009). Des
investigations scientifiques ont démontré que certaines souches de Bacillus sont aptes a solubiliser
des nutriments essentiels tels que le phosphore et le potassium (Rodriguez et Fraga, 1999), a
participer a la fixation de 1'azote atmosphérique (bien que cette capacité soit moins prédominante
chez Bacillus comparé a d'autres genres) (Ashby et al., 2004), a synthétiser des phytohormones
stimulant la croissance racinaire et aérienne (Spaepen et al., 2007), a induire une résistance

systémique acquise (ISR) aux agents pathogeénes (Van Loon et al., 1998), et & exercer une
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compétition efficace contre les micro-organismes nuisibles dans la rhizosphére (Raaijmakers et

al., 2002).

Bien que l'impact des Bacillus sur 1'amélioration du rendement des cultures soit de plus en plus
corroboré par la littérature scientifique (Beneduzi er al., 2012), leur role spécifique dans
l'accroissement de la vigueur et des parameétres de croissance précoce des cultures, et notamment
celle du blé (Triticum aestivum L.), mérite une investigation approfondie. Le blé, céréale
fondamentale pour l'alimentation humaine a I'échelle mondiale (FAQO, 2020), dont la vigueur
initiale est cruciale pour le succes de la culture et le rendement ultérieur, représente un modele

pertinent pour de telles investigations.

Dans ce contexte, le présent mémoire se propose d'explorer le potentiel de différentes souches de
Bacillus isolées ou sélectionnées pour leurs propriétés PGPR, en tant qu'agents biologiques
susceptibles d'améliorer spécifiquement la germination et les premiers stades de croissance du blé
(développement racinaire et foliaire, teneur en chlorophylle). Cette étude ambitionne de décrypter
les mécanismes par lesquels ces bactéries peuvent influencer ces parametres de croissance
végétale, contribuant ainsi au développement de stratégies agricoles plus durables et a
l'optimisation des pratiques de culture du blé pour faire face aux enjeux contemporains de sécurité

alimentaire.
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1. Céréaliculture: Contexte mondial et importance stratégique en Algérie

Les céréales, notamment le blé (Triticum spp.), le riz (Oryza sativa) et le mais (Zea mays),
constituent depuis des siecles le fondement de I'alimentation humaine pour une part considérable
de la population mondiale. Selon les perspectives de I'OCDE et de la FAO (2021), la production
agricole mondiale devrait connaitre une croissance annuelle de 1,4 % au cours de la prochaine
décennie. Cette expansion sera principalement stimulée par les économies émergentes et les pays
a faible revenu, s'appuyant sur l'amélioration des technologies, des infrastructures, de la formation
agricole et sur des investissements ciblés visant a accroitre la productivité, facteurs déterminants
du développement agricole. Il est impératif que l'agriculture demeure une priorité, et que les
dépenses publiques et privées soient orientées de maniere adéquate pour renforcer la productivité
agricole, en particulier dans les nations aux ressources publiques limitées et dont 1'économie

dépend intrinséquement du secteur agricole (OCDE/FAOQ, 2021).

En Algérie, la filiere des céréales, et plus spécifiquement celle du blé, revét une importance
stratégique significative. Elle a historiquement constitué un instrument de mise en ceuvre des
politiques alimentaires de I'Etat, notamment par le biais du contrdle des prix et du monopole sur
les importations. Les premiéres initiatives économiques axées sur le développement agricole et
alimentaire ont eu pour objectif d'intensifier et de restructurer la production agricole nationale,
dans la perspective d'atteindre trois objectifs majeurs: satisfaire les besoins alimentaires des
populations, en particulier les plus vulnérables, diversifier la ration alimentaire nationale et

atteindre un certain niveau d'autosuffisance en produits alimentaires.

Les céréales et leurs produits dérivés représentent une source d'alimentation essentielle dans de
nombreux pays en développement, notamment ceux du Maghreb. En Algérie, la filicre céréalicre
constitue une composante majeure de la production agricole. Les produits céréaliers jouent un role
crucial dans le systéme alimentaire et 1'économie nationale algérienne, comme en témoignent les
différentes étapes de la filiere. La production de céréales, incluant les surfaces en jachére, occupe
environ 80 % de la surface agricole utile (SAU) du pays, avec des superficies cultivées
annuellement variant entre 3 et 3,5 million d'hectares. Les récoltes annuelles concernent 63 % des
terres emblavées, conférant aux céréales le statut de culture dominante. Cette culture est pratiquée
par la majorité des exploitations agricoles, représentant 60 % de I'effectif total (RGA, 2001, cité

dans Djermoun, 2009), et est fréquemment associée a la jachere. Les céréales sont cultivées dans
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divers types de zones bioclimatiques, y compris dans les régions sahariennes. De plus, le secteur
céréalier génere plus de 500 000 emplois, qu'ils soient permanents ou saisonniers (Ministére de

I’Agriculture, cité dans Djermoun, 2009).

Toutefois, 1'Algérie présente un écart croissant entre 1'offre et la demande de céréales, avec une
part significative de la consommation (environ 70 %) assurée par les importations (Chabane et
Boussard, 2012). Les céréales représentent un peu plus de 20 % du total des importations du pays,
avec une part annuelle moyenne des importations mondiales de bl¢ se situant entre 3,8 % et 5,1 %
(Foreign Agricultural Service, USDA, 2011). La consommation de ces produits atteint un niveau
d'environ 205 kg par habitant et par an (CHEHAT, 2007). Ce recours important aux importations
résulte de plusieurs facteurs, notamment une croissance démographique soutenue, une
consommation alimentaire élevée en partie due a 1'exode rural, une situation aggravée par des
conditions matérielles du secteur agricole parfois difficiles et une diminution notable des
ressources en eau. Cette dépendance croissante aux marchés internationaux d'approvisionnement
alimentaire expose 1'Algérie a des risques réels concernant la garantie de sa sécurité¢ alimentaire

(Chabane et Boussard, 2012).

2.Genese et diffusion du blé: Apercu historique et définition

Les découvertes archéologiques ont permis d'établir une cartographie relativement précise des
¢tapes de l'expansion de la culture des blés a partir du Croissant fertile durant le huitiéme et
septiéme millénaire avant notre eére (Bonjean, 2001). Cette diffusion initiale s'est amorcée dans le
Nord-Ouest et le Nord du Levant. Le principal mouvement migratoire vers I'Europe a débuté vers
8000 av. J.-C., a partir du bassin anatolien en direction de la Gréce, suivant deux voies distinctes.
La premiere, autour de 7000 av. J.-C., s’est orientée vers les plaines cotieres septentrionales du
bassin méditerranéen (Italie, France, Espagne), tandis que la seconde a traversé les Balkans,
empruntant la vallée du Danube jusqu’a la vallée du Rhin entre 7000 et 6000 av. J.-C. De 14, le blé
s'est largement répandu dans le Nord, le Centre et I'Ouest de I'Europe, atteignant ces régions vers
5000 av. J.-C. Les variétés de blé impliquées dans cette dispersion étaient principalement des
mélanges a dominance d'amidonnier (77iticum dicoccum), comprenant également une présence
significative d'engrain (7riticum monococcum), ainsi que des variétés de blés nus, tétraploides et
hexaploides. L'épeautre (Triticum spelta) ne semble pas avoir fait partie de ces introductions

initiales (Bonjean, 2001).

Un autre courant de diffusion, de moindre ampleur, a traversé la Transcaucasie et le Caucase vers

7000 av. J.-C., atteignant le Sud de la Russie vers 6000 av. J.-C., puis 1'Europe centrale. Ces
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introductions étaient majoritairement composées de blés hexaploides nus (7riticum aestivum et

Triticum compactum) et incluaient de faibles quantités d'épeautre (Bonjean, 2001).

La dispersion du blé vers I'Asie s'est effectuée par le Nord de I'Iran, atteignant I'Ouest du Pakistan
vers 6500 av. J.-C., le Balouchistan vers 6000 av. J.-C., puis la plaine de 1'Indus vers 5300 av. J.-
C., ou il est devenu une culture prédominante. Les premiers blés de cette vague comprenaient
l'engrain et I'amidonnier, ainsi qu'une forme de blé tétraploide a grain nu. Les premicres traces de
blé hexaploide nu a grain sphérique datent d’environ 5000 av. J.-C. La diffusion en Asie de I'Est a
suivi plusieurs itinéraires : un flux de bl¢ tendre a grain blanc a emprunté la route de la soie, partant
du Turkestan pour rejoindre le Xinjiang et la vallée du Fleuve Jaune, tandis qu'un autre flux de blés
tendres a grain rouge a travers¢ la plaine du Pendjab entre le Pakistan et I'Afghanistan, se divisant
ensuite vers le sous-continent indien et la Birmanie via le Yunnan et le Sichuan. Ces voies de
diffusion se sont fréquemment entrecroisées, atteignant la Chine de 1'Est et la Corée vers 3500 av.

J.-C., puis le Japon vers 2300 av. J.-C. (Bonjean, 2001).

Concernant 1'Afrique, plusieurs voies de diffusion du blé ont ét¢ identifiées. La plus ancienne a
atteint I'Egypte vers 6000 av. J.-C., se prolongeant vers le Soudan et I'Ethiopie au sud, ainsi que
vers la Libye a l'ouest. D'autres introductions ont eu lieu par voie maritime, depuis la Grece et la
Crete, certains blés atteignant également la Libye, tandis que d'autres, provenant du Sud de la
péninsule italienne et de Sicile, ont gagné les cotes de la Tunisie, du Maroc et de 1'Algérie. Il
semblerait que les courants initiaux aient principalement concerné l'amidonnier et de faibles
quantités de blé nu tétraploide, I'engrain n'ayant été retrouvé qu'a I'état de traces tres rares et
tardives au Maroc. Le blé dur (Triticum durum) n'est devenu une culture majeure en Egypte qu'a

partir de la période grecque, vers 2300 av. J.-C. (Bonjean, 2001).

Bien que la dispersion du blé vers 1'Eurasie et 1'Afrique remonte a une période trés reculée, c'est
en 1529 que le blé, en particulier le blé tendre, fut introduit en Amérique par les Espagnols. En
Australie, son introduction par les Anglais ne se produisit qu'en 1788, a partir de pools génétiques
européens. Entre le XVIle et le XIXe siecle, I'expansion des blés européens s'est intensifiée par
vagues successives dans les territoires colonisés par 1'Occident, donnant naissance a de nouvelles
régions de production de blé significatives en Amérique du Nord et du Sud, en Afrique du Nord,
ainsi que dans les territoires du Commonwealth, notamment au sein de I'Empire des Indes

(Bonjean, 2001).

Sur les Hautes Plaines Orientales algériennes, la culture pluviale du blé dur constitue, avec 1’orge

(Hordeum vulgare) et 1’élevage ovin, ’activité agricole principale. La production de blé dur est
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majoritairement autoconsommeée au sein des exploitations, et les résidus de la culture sont utilisés

pour I’alimentation du bétail (Mouret et al., 1988).

Le bl¢ représente la céréale de base du régime alimentaire en Algérie, consommé principalement
sous forme de pain, élaboré a partir de farine de blé tendre, ou de galettes de semoule de blé dur,
souvent préparées artisanalement au sein des foyers. Le pain et les galettes sont fréquemment

substituables dans la consommation (FAQO, 2005).

Le blé dur est principalement destiné a la fabrication de semoules, lesquelles sont utilisées dans la

production de pates alimentaires séches et de couscous.

Le blé dur s'inscrit dans une filiére singuliére a plusieurs égards. Il approvisionne exclusivement
le secteur de I’alimentation humaine pour la production de pates alimentaires. Les procédés de
transformation concernent uniquement 1’amande du grain, établissant ainsi un lien direct entre la
qualité du grain et celle du produit final consommé. Une attention particuliére doit donc étre

accordée a l'obtention de la qualité désirée dés le stade de la production (Abécassis et al., 2021).
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Figure 01: Carte de la diffusion de la culture de bl¢. (Alain Bonjean January, 2001).
3. Diversité variétale et catégories de blé
Le genre Triticum comprend une vaste diversité de types de blé. Les agriculteurs et les producteurs
s'emploient continuellement a sélectionner et a adapter ces variétés en fonction des caractéristiques
pédologiques et des conditions climatiques spécifiques aux régions de culture, dans le but
d'optimiser la productivité. Ces multiples variétés sont généralement regroupées en trois catégories

principales, distinctes par leurs caractéristiques morphologiques et leurs aptitudes technologiques.
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3.1. Blé tendre (Triticum aestivum L.)

Les grains de blé tendre se caractérisent par une forme arrondie et des enveloppes denses et
opaques. Cette catégorie de blé est particuliérement bien adaptée a la mouture. En effet, lors du
passage a travers les cylindres du moulin, les enveloppes s'aplatissent et s'ouvrent sans étre
excessivement fragmentées, facilitant la séparation de 'amande et générant une proportion élevée
de son (Ait-slimane-ait-kaki, 2008). Le blé tendre produit une farine de qualité supérieure, dont
la teneur en gluten se situe approximativement entre 8 et 10 %, conférant a cette farine

d'excellentes propriétés viscoélastiques pour la panification (Ait—slimane-ait-kaki, 2008).

3. 2.Blé dur (Triticum durum Desf.)

Le blé dur constitue une céréale intégrée dans une filiere agroalimentaire spécifique a plusieurs
¢gards. Il est exclusivement destiné a l'alimentation humaine pour la production de pates
alimentaires — qui représentent un aliment de base dans certains pays — et de couscous (Abécassis
et al., 2021). Les processus de transformation du blé¢ dur concernent uniquement I’amande du
grain, établissant ainsi une corrélation directe entre la qualité du grain initial et celle du produit
fini consommé. Par conséquent, une attention particuliére doit étre accordée a I'obtention des
caractéristiques qualitatives recherchées dés le stade de la production agricole (Abécassis ef al.,

2021).

En Algérie, le bl¢ dur (Triticum durum Desf.) représente la principale espece céréaliere cultivée
(Abdelhamid et al., 2006), notamment dans les régions caractérisées par un climat chaud et sec
(Abdelhamid ez al., 2006). Les grains de blé dur présentent une forme allongée, parfois pointue,
avec des enveloppes fines et légerement translucides. Lors de la mouture, ils produisent une
quantité de son inférieure a celle du bl¢ tendre. Bien que la farine issue du bl¢ dur présente une
teneur en gluten plus élevée, variant de 12 a 14 %, elle est intrinsequement moins adaptée a la

panification traditionnelle (Ait—slimane et ait-kaki, 2008).

3. 3. Blés mitadin

Les blés mitadin présentent des caractéristiques intermédiaires entre celles du blé tendre et du
blé dur. Il s'agit généralement de variétés de blé¢ dur dont la texture du grain est jugée trop tendre
pour une transformation optimale en semoule. Ces blés peuvent occasionnellement étre utilisés en
meunerie, a l'instar du blé de force, qui est parfois mélangé a des blés tendres dans le but de

produire des farines aux propriétés spécifiques (Abécassis et Autran, 2012).
4. Morphologie et caractéristiques apparentes du blé dur

Le bl¢, selon Feillet (2000), est une plante monocotylédone appartenant au groupe des céréales a

paille, caractérisées par des criteres morphologiques spécifiques et classées au sein du genre
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Triticum, dans la famille des Poaceae (anciennement Gramineae). 1l s'agit d'une céréale dont le

grain constitue un fruit sec indéhiscent, désigné sous le terme de caryopse (Feillet, 2000).

Le caryopse du blé dur présente une structure complexe, constituée de différentes parties dont les

caractéristiques morphologiques sont décrites ci-apres:

4. 1.Grain (caryopse)

Le grain de blé, ou caryopse, est un fruit sec dont la particularité réside dans I'adhérence étroite de
la seule graine a I'enveloppe qui la contient. En examinant le grain de 1'extérieur vers le centre, on
distingue successivement I'enveloppe du fruit, ou péricarpe, puis 1'enveloppe de la graine, appelée
tégument séminal ou testa. A I'intérieur de la graine se trouvent I'épiderme du nucelle, I'albumen
(ou endosperme) et I'embryon (ou germe). Chaque type de tissu constituant le grain possede une

structure et une composition biochimique spécifiques (Barron et al.,2012).
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Figure 02: Anatomie schématique du grain de blé et proportion relative des principaux tissus du
grain. (Surget et al., 2005).

4. 2. Systéme racinaire

Le systéme racinaire mature du blé est de type fasciculé, constitu¢ d'un ensemble dense de racines
adventives qui se développent a partir de la coléoptile et des noeuds inférieurs de la tige principale
et des talles (Dupont et al., 2020). Ce réseau racinaire assure l'ancrage de la plante au sol et
I'absorption de 1'eau et des éléments nutritifs essentiels (Khan ez al., 2019). La profondeur et la
densité du systéme racinaire varient considérablement en fonction du génotype, du type de sol, de

la disponibilité des ressources et des pratiques culturales (Sasaki et al., 2021). On distingue
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généralement des racines séminales, issues de I'embryon, et des racines nodales ou adventives, qui

se développent ultérieurement a partir des nceuds de la tige (Li ef al., 2017).

4. 3. Tige (chaume)

La tige du blé, appelée chaume, est une structure cylindrique creuse, segmentée par des nceuds
solides (Wang et al., 2018). Elle assure le port dressé de la plante et le transport des nutriments et
de I'eau entre les racines et les organes aériens, notamment les feuilles et 1'épi (Garcia et al., 2019).
La hauteur de la tige est un caractere variable selon les variétés et les conditions de croissance
(Zhao et al., 2022). Les entre-nceuds s'allongent progressivement durant la montaison, ¢levant 1'épi
au sommet de la plante. La robustesse de la tige est un facteur important pour la résistance a la

verse (Kim et al., 2020).

4. 4. Feuilles

Les feuilles du blé sont linéaires, lancéolées, et présentent une gaine qui entoure la tige au niveau
des nceuds (Patel et al., 2017). Le limbe foliaire, parcouru de nervures paralléles caractéristiques
des monocotylédones, est le principal organe photosynthétique de la plante (Silva et al., 2023). A
la jonction de la gaine et du limbe se trouvent la ligule, une petite membrane, et les oreillettes, des
appendices latéraux qui peuvent varier en forme et en taille selon les variétés (Miiller ez al., 2021).
Le nombre de feuilles produites par une tige dépend du génotype et des conditions
environnementales. La dernicre feuille avant I'épi, appelée feuille étendard, joue un role crucial

dans I'alimentation de 1'épi durant le remplissage des grains (Hassan et al., 2019).

4.5. Inflorescence (I'épi)

L'inflorescence du blé est un épi composé, de forme généralement oblongue, constitu¢ d'un axe
central, le rachis, sur lequel sont insérés de maniere alterne et sessile des épillets (Nguyen et al.,
2020). Le rachis est segmenté en nceuds portant chacun un ou plusieurs épillets, selon 1'espece et
la variété (Dubois et al., 2022). Chaque épillet est composé de plusieurs fleurs (généralement deux
a cinq), protégées par deux glumes a leur base (Schmidt et al., 2018). Chaque fleur individuelle
est constituée de la lemme et de la paléole (bractées florales), des étamines (organes males
producteurs de pollen) et d'un pistil (organe femelle comprenant 1'ovaire, le style et les stigmates)
(Lee et al., 2023). La morphologie de 1'épi (longueur, densité, nombre d'épillets, nombre de fleurs

par épillet) est un facteur déterminant du potentiel de rendement (Rao ez al., 2019).
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5.Classification du blé dur

5.1. Classification botanique
Selon (Feillet, 2000), Le bl¢ est une plante a une seule feuille embryonnaire, appartenant au genre
Triticum de la famille des Graminées. Il s'agit d'une céréale dont le grain est un fruit sec qui ne

s'ouvre pas naturellement, appelé caryopse, formé d'une graine entourée d'un tégument.

Tableau 01 : Classification botanique du blé dur. (Feillet, 2000).

Régne Plantae

Sous-régne Cormophyte
Embranchement Spermaphytes
Sous embranchement Angiospermes
Classe Monocotylédones
Ordres Commélini floraux
Sous ordre Poales
Famille Graminées
Tribu Triticées
Genre Triticum
Espéce Durum

5.2. Classification Génétique du blé dur

Sur le plan génétique, les especes du genre Triticum peuvent étre classées en fonction de leur
niveau de ploidie, distinguant ainsi les blés diploides, tétraploides et hexaploides. Le nombre
chromosomique de base au sein de ce genre est de n = 7, ce qui se traduit par un nombre de
chromosomes somatiques de 2n = 14, 28 et 42 respectivement pour les niveaux de ploidie
mentionnés. Outre ces catégories principales, il existe une diversité d'autres especes de Triticum,

qui se différencient par leur niveau de ploidie (blés diploides: génome AA; blés tétraploides:




Chapitre 1 Blé dur

génomes AA et BB; blés hexaploides: génomes AA, BB et DD) ainsi que par leur nombre
spécifique de chromosomes (14, 28 ou 42). Le blé dur (Triticum durum) appartient a la catégorie
des blés tétraploides, possédant un génome constitué¢ des combinaisons AA et BB et un nombre de

chromosomes somatiques de 2n = 28.

Tableau 02: Classification Génétique du blé dur (Feillet ,2000).

Groupes des diploides 2n=14chrs (AA). Triticum monococcum

-Triticum durum
Groupe des tétraploides 2n=28chrs -Triticum polonicum.
(AABB). -Triticum persicum.

-Triticum dicoccoides.

Groupes des hexaploides 2n=42chrs -Triticum spelta
(AABBDD) -Triticum compactum.
-Triticum vulgare.

6.Cycle physiologique du blé
Au cours de ce cycle annuel, plusieurs étapes ponctuées par des phases clés permettent de

segmenter I'évolution du blé (Ait—slimane-ait-kaki S, 2008).

De nombreux auteurs ont décrit le cycle de développement du blé en le divisant en deux phases:
une phase végétative et une phase reproductrice, tandis que d'autres considérent la maturation
comme une troisieme phase. Les changements morphologiques résultent de processus de
croissance et de développement qui sont étroitement liés. Ces deux processus se complétent et sont
indissociables, menant a la production de maticre séche a travers la transformation des ressources
disponibles dans l'environnement. Cela se fait grice a des capteurs aériens (les feuilles, qui
assurent la photosynthese) et des capteurs souterrains (les racines, responsables de l'absorption de
l'eau et des éléments minéraux). La croissance, quant a elle, correspond a une augmentation
irréversible des dimensions et du poids des différents organes de la plante, une notion qui est

purement quantitative. (Benmounah, 2021).

6.1. Période végétative

Elle s'é¢tend de la germination jusqu'aux premieres indications de l'allongement de la tige
principale, c'est-a-dire au début de la montaison. (Moule, 1971).

Elle s’étend de la germination a I’ébauche de 1’épi. On y trouve deux stades:
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6.1.1. Phase Germination — levée
La germination d'une céréale se caractérise par la sortie des racines séminales de la coléorhize et,

inversement, par la croissance d'une préfeuille appelée coléoptile. Cet instrument fonctionne
comme un tube de protection et de perforation du sol pour la premicre feuille qui sera fonctionnelle

et percera le sommet de la coléoptile peu aprés avoir émergé a la surface du sol.

6.1. 2.Phase Levée- Tallage
Dé¢s que la premicre feuille a percé l'extrémité de la coléoptile, celui-ci s'arréte de croitre et peu a

peu se desséche.

Cette premiére feuille fonctionnelle s'allonge, puis apparait une deuxiéme, puis une troisiéme, puis
une quatrieéme feuille. Chacune d'elles est imbriquée dans la précédente, partant toutes d'une zone
proche de la surface du sol et constituée de I'empilement d'un certain nombre d'entre-nceuds: le
plateau de tallage. Celui-ci est formé de 4 a 5 nceuds, sa hauteur ne dépassant pas 3 a 4 1l est relié

au grain par une petite tigelle ou rhizome constitué de deux entre-nceuds (Moule, 1971):

v" Le mésocotyle
v' L’épicotyle.

6.2. Période reproductrice
Elle inclut la formation et le développement de 1’épi; elle se distingue par:

6.2.1. Phase Montaison Gonflement
Elle apparait des le stade épi, a 1 cm, par l'allongement du premier entre-nceud. Ce stade est
particulierement vulnérable aux températures froides, allant de -4° a 0° C. Cette phase se termine
lorsque 1'épi prend sa forme finale a l'intérieur de la gaine de la feuille étendard, qui se dilate (stade

de gonflement) (Benmounah, 2021).

6.2.2. Epiaison — fécondation
Peu apres la méiose, l'inflorescence émerge de la dernic¢re gaine foliaire: Titre noté a 1'étape 50%
d'ablation des oreilles: Cette étape constitue uniquement l'index Un signe de précocité, pas
d'évolution. Mais c'est facile a observer Ses caractéristiques variétales en font une étape tres
importante dans le domaine agricole. Economique. La floraison et la fécondation débutent
quelques jours apres 1'épiaison. La durée de la phase de méiose-fécondation varie selon les especes,
Variétés et climat: Pour le bl¢, cette étape dure 10-12 jours a 14°C et 4 a 5 jours a 18°C. (Moule,

1971).

6.2.3. Grossissement du grain

Apres la fécondation, le poids du grain évolue en trois étapes:
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La premicre consiste en une phase de multiplication des cellules du grain jeune et encore vert, avec
une teneur en eau ¢levée. Ensuite, vient la phase de remplissage actif du grain, ou les produits
issus de la photosynthése de la feuille étendard et le transfert des hydrates de carbone non
structuraux stockés dans le col de 1’épi contribuent a son développement. La quantit¢ d'eau
contenue dans le grain commence a se stabiliser, marquant ainsi le pallier hydrique (Benmouah,

2021).

6.3. Maturation du grain

Pendant cette période, les substances de réserve telles que l'amidon et les protéines sont
synthétisées et se déplacent vers I'albumen, tandis que 1'embryon se développe en paralléle. Cette

période se divise en trois phases principales:

6.3.1Phase de multiplication cellulaire intense (12-15 jours)
Au cours de cette période, le poids en eau et en matiére séche augmente dans le grain. A la fin de

cette phase, I'amande, encore verte, a pris sa forme définitive, et 1'album en est devenu laiteux,

marquant ainsi le stade laiteux.

6.3.2. Phase d'enrichissement en glucides et protides (10-12 jours)
Au cours de laquelle le poids d'eau dans le grain demeure sensiblement constant: c'est le « palier

» de poids d'eau A la fin de cette phase, 'amande s'est colorée en roux pale; ses enveloppes résistent
bien a la pression du doigt mais se déchirent a I’ongle: c'est le stade pateux. Il marque la fin de

migration des réserves; la teneur en eau est alors de l'ordre de 40 % du poids frais.

6.3.3. Phase de dessication
Durant laquelle il y a seulement diminution rapide du poids d'eau. Le grain devient alors

successivement demi-dur, puis dur; a sur maturité, il est devenu cassant: c'est le stade propice au

battage immeédiat (Moule, 1971).

1-La germination 2-La levée 3-Trois feuilles
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Figure 03: Les différents stades de développement du blé (Ait-slimane-ait-kaki, 2008).

7.Exigences agroécologiques de la culture du blé dur

Le développement optimal de la culture du blé¢ dur (7riticum durum Desf.) tout au long de son
cycle biologique requiert la synergie de plusieurs facteurs environnementaux et la mise en ceuvre
de pratiques culturales adéquates, conditions essentielles a l'obtention d'un rendement maximal.

Parmi ces exigences, les suivantes méritent une attention particulire:

7.1. Température

La température constitue un facteur climatique déterminant pour la croissance et le développement

du bl¢é dur. La plage thermique optimale pour une croissance végétative soutenue se situe entre 20
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et 25 °C, favorisant ainsi un développement optimal des plants (Borrell et al., 2014). Des
températures s'écartant significativement de cet optimum peuvent impacter négativement les

processus physiologiques et, par conséquent, le rendement final.

7.2. Lumieére

Les céréales, et en particulier le blé dur, présentent une exigence marquée en termes d'exposition
a la lumiére solaire durant leur phase de croissance végétative. Bien que le rayonnement lumineux
n'influence pas directement le développement du systéme racinaire, il est crucial pour le
développement harmonieux des organes aériens. Son role est primordial dans la photosynthése,
processus fondamental de conversion de I'énergie lumineuse en énergie chimique, et dans
l'optimisation du rendement grainier. Une réduction de la durée d'ensoleillement peut entrainer
une diminution de la hauteur des cultures. La phase de formation de I'épi requiert une photopériode
comprise entre 12 et 14 heures d'éclairement, et un déficit de lumicre peut induire un retard dans

la phénologie de la floraison (Benmounah, 2021).

7.3. Eau

L'eau représente un facteur abiotique limitant majeur pour la culture du blé dur en zones semi-
arides et arides. Elle contribue au maintien de la turgescence et de la structure cellulaire, et
constitue le milieu réactionnel essentiel pour les diverses voies métaboliques. L'eau est également
le composant principal des s€ves, assurant le transport des éléments nutritifs, des ions minéraux et
des molécules organiques telles que le malate, le citrate et les sucres (Benmounah, 2021). De
surcroit, elle joue un role crucial dans la régulation thermique au niveau des feuilles par le biais de
la transpiration. Durant sa période de croissance active, le blé dur requiert une quantité¢ d'eau
variant approximativement entre 400 et 600 mm, en fonction des stades phénologiques et des

conditions climatiques spécifiques (Pereira et Cordery, 2005).

7.4. Sol

Le blé dur manifeste une préférence pour les sols bien drainés et présentant une bonne teneur en
maticre organique. Les sols limoneux ou argilo-limoneux sont souvent considérés comme
optimaux pour cette culture (Hafeez et al., 2019). Un pH du sol compris entre 6,0 et 7,5 est
généralement considéré comme optimal pour la croissance du blé dur, favorisant une disponibilité
et une absorption adéquates des nutriments. Des valeurs de pH inférieures a cet intervalle peuvent

entraver l'absorption de certains ¢léments nutritifs essentiels (Van Reeuwijk, 2002).
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7.5. Fertilisation

La production de blé dur, comme celle des autres céréales, nécessite une fertilisation adéquate et
équilibrée, dont les modalités d'application doivent €tre ajustées en fonction des conditions
climatiques locales et de la culture précédente. Il est impératif de tenir compte du niveau de fertilité
intrinséque du sol et de procéder a une fertilisation raisonnée. L'apport d'engrais phospho-
potassique est généralement effectué lors du labour ou, au plus tard, avant le semis. La fertilisation
azotée, quant a elle, est cruciale pour l'atteinte d'un rendement élevé et peut étre réalisée en une
seule application ou fractionnée, en fonction du régime pluviométrique (Benmounah, 2021). Les
cultures annuelles, telles que le bl¢ dur, sont particulierement sensibles aux carences en phosphore
(P) et en potassium (K) durant leurs premiers stades de développement, en raison d'un systeme
racinaire encore peu étendu (Nedjah, 2012). Il est donc essentiel d'apporter ces ¢léments nutritifs
a proximité des jeunes racines, en début de cycle cultural. L'utilisation d'engrais azotés est
indispensable pour stimuler la croissance végétative et le développement foliaire. Un apport
équilibré en phosphore et en potassium est également préconisé pour assurer un développement
harmonieux de la plante et la formation des grains (Hafeez ef al., 2019). Une carence en azote peut
entrainer une réduction significative du rendement, soulignant l'importance capitale de la

fertilisation azotée (Hafeez et al., 2019).
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Chapitre I1: Bactéries favorisant la croissance des plantes (PGPR)

1. Définition et classification des PGPR

Les bactéries favorisant la croissance des plantes (PGPR) sont définies comme des bactéries qui
colonisent la rhizosphére, I'endosphére ou la phyllosphére des plantes et qui exercent des effets
bénéfiques sur leur croissance, leur développement et leur résistance aux stress biotiques et
abiotiques (Bashan et al., 2014). Ce groupe fonctionnel ne repose pas sur une classification
taxonomique stricte, mais plutot sur les capacités des bactéries a influencer positivement la

physiologie des plantes.

Néanmoins, les PGPR appartiennent a divers genres bactériens, incluant notamment, mais sans s'y
limiter: Pseudomonas, Bacillus, Azospirillum, Azotobacter, Rhizobium (bien que principalement
connu pour la fixation de l'azote chez les légumineuses, certaines souches ont d'autres effets
PGPR), Enterobacter, Klebsiella, et Burkholderia (Backer et al., 2018). La classification des
PGPR peut également étre abordée en fonction de leur mode d'action principal ou de leur habitat
préférentiel (rhizosphériques, endophytes, phyllosphériques). Les PGPR rhizosphériques, qui
colonisent la zone du sol directement influencée par les racines des plantes, sont les plus étudiées

et les plus largement appliquées en agriculture.
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Domaine

Phylum

Classe

Especes

Bactéries

Firmicutes

Proteobacterie

Bacilli

Bacillus sp (R.S)
Bacillusamyloliquefaciens(M)
Bacillus circulans(B)
Bacillus megaterium (M)
Bacillus sabitlis (M.B.H)
Paenibacillus sp. (R. S)

a_
proteobacterie

Azospirillum sp.(R)

Azospirillum brasilense (M.
S) Azospirillum amaconense
(R) Bradyrhizobium
Jjaponicum (M.S)
Brevundimonas sp.(R)
Sphingomonas sp.(R)
Rhizobium tropici (B)

B-
Proteobacterie

Burkholderia sp. (R)
Burkhlderia cepacia (M)
Burkholderia vietnamiensis
(R) Delftia tsuruhatensis
(R) Herbaspirillum sp (R)
Herbaspirillum seropedicae
(MR)

Actinobacteri

Y-
proteobacterie

Azotobacter sp (R)
Pseudomonas sp (R. B)
Pseudomonas fluorescens
(M.B)

Pseudomonas corrugate (M)
Serratia sp (R)

Serratia proteamaculans (S)
Xhantomonas sp (R)

Actinobacterie

Arthrobacter sp (B)

Figure 04: PGPR regroupées selon leur classification phylogénétique (Pérez-Montano et al.,
2014).
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2. Colonisation de la rhizosphere et interactions plante-microbe

La rhizosphére, interface dynamique entre les racines des plantes et le sol, est un environnement
riche en exsudats racinaires (sucres, acides organiques, acides aminés, etc.) qui servent de source
de carbone et d'énergie pour une communauté microbienne diversifiée. La capacité¢ des PGPR a
coloniser efficacement cette zone est une étape primordiale pour I'établissement d'interactions

bénéfiques avec la plante (Lugtenberg et Kamilova, 2009).

La colonisation de la rhizosphére par les PGPR est un processus complexe impliquant plusieurs
étapes, telles que l'attraction chimiotactique vers les exsudats racinaires, 1'adhérence aux surfaces
racinaires, la multiplication et la compétition avec les autres microorganismes présents. Les PGPR
possedent divers mécanismes pour favoriser la colonisation, notamment la production de biofilms,

la motilité flagellaire et la sécrétion de composés spécifiques.

Une fois ¢établies dans la rhizosphére, les PGPR interagissent avec les plantes par des voies directes
et indirectes. Les interactions directes impliquent des mécanismes par lesquels les PGPR
influencent directement la physiologie de la plante, tels que la facilitation de l'acquisition de
nutriments ou la production d'hormones de croissance. Les interactions indirectes se manifestent
par la capacité des PGPR a protéger les plantes contre les stress biotiques, notamment les agents

pathogenes (Vessey, 2003).

3. Principaux mécanismes d'action des PGPR

Les PGPR exercent leurs effets bénéfiques sur les plantes par une variété de mécanismes d'action
complexes et souvent interdépendants. Ces mécanismes peuvent €tre globalement regroupés en
trois catégories principales: la bio fertilisation, la bioprotection et la stimulation de la croissance

des plantes.

3.1. Bio fertilisation
Les PGPR peuvent améliorer la disponibilité et I'absorption des nutriments essentiels pour les
plantes. Parmi les mécanismes de bio fertilisation, on retrouve:

o Fixation biologique de I'azote (BNF): Certaines PGPR, telles qu'Azotobacter et
Azospirillum, sont capables de convertir l'azote atmosphérique en formes

assimilables par les plantes (NHs).
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o Solubilisation des phosphates: D'autres PGPR produisent des enzymes
(phosphatases) et des acides organiques qui solubilisent les formes insolubles de
phosphate dans le sol, les rendant accessibles aux plantes.

o Mobilisation d'autres nutriments: Certaines PGPR peuvent également faciliter

'acquisition d'autres éléments nutritifs tels que le potassium, le fer et le zinc.

3.2. Bioprotection

Les PGPR peuvent protéger les plantes contre les agents pathogeénes (bactéries, champignons,

virus, nématodes) par divers mécanismes:

o Antagonisme direct: Production d'antibiotiques, d'enzymes lytiques (chitinases,
glucanases, protéases) ou de sidérophores (qui séquestrent le fer, un nutriment
essentiel pour de nombreux pathogénes).

o Antagonisme indirect: Induction de la résistance systémique induite (ISR) chez la
plante, un état de défense potentialisé qui confére une protection a long terme contre
un large spectre de pathogenes.

o Compétition: Compétition pour les nutriments et les sites de colonisation dans la

rhizosphere, limitant I'établissement et la prolifération des pathogenes.

3.3. Stimulation de la croissance des plantes

Les PGPR peuvent favoriser la croissance et le développement des plantes par la production et la

régulation de diverses phytohormones:

o Auxines (principalement I'acide indole-3-acétique, IAA): Stimulent la division
et I'élongation cellulaire, favorisant le développement racinaire et la croissance des
parties aériennes.

o Gibbérellines: Impliquées dans 1'élongation de la tige, la germination des graines
et la floraison.

o Cytokinines: Stimulent la division cellulaire, la croissance des bourgeons et
retardent la sénescence des feuilles.

o Kthyléne: Bien que souvent associé au stress, certaines PGPR peuvent produire
l'enzyme ACC désaminase, qui réduit les niveaux d'éthyléne dans la plante,
atténuant ainsi les effets inhibiteurs du stress sur la croissance racinaire (Glick,

2014).
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Figure 05: Mécanismes phytobenefiques des PGPR dans la rhizosphere (Lugtenberg,
2009).

4. Role des PGPR dans l'agriculture durable

Face aux préoccupations croissantes concernant l'impact environnemental des intrants chimiques
(engrais et pesticides de synthese), les PGPR émergent comme des outils prometteurs pour le

développement d'une agriculture plus durable et respectueuse de I'environnement (Glick, 2012).

L'utilisation de biofertilisants a base de PGPR peut réduire la dépendance aux engrais azotés et
phosphatés de synthese, limitant ainsi les problémes de pollution des eaux et d'émissions de gaz a
effet de serre associés a leur production et a leur utilisation. De méme, l'application de
biopesticides a base de PGPR peut offrir une alternative plus écologique aux pesticides chimiques
pour la gestion des maladies et des ravageurs des plantes, contribuant a la préservation de la

biodiversité et a la réduction des résidus toxiques dans les aliments.

En outre, les PGPR peuvent améliorer la tolérance des plantes aux stress abiotiques tels que la
sécheresse, la salinité et les métaux lourds, ce qui est particulieérement pertinent dans le contexte

actuel du changement climatique et de la dégradation des sols. En stimulant la croissance racinaire
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et en modulant les réponses physiologiques des plantes au stress, les PGPR peuvent contribuer a
stabiliser et a augmenter les rendements agricoles dans des conditions environnementales

défavorables.

Cependant, I'efficacité¢ des PGPR sur le terrain peut étre variable et influencée par de nombreux
facteurs tels que le type de sol, les conditions climatiques, le génotype de la plante et les
interactions avec la communauté microbienne indigéne. Des recherches supplémentaires sont
nécessaires pour mieux comprendre I'écologie des PGPR, optimiser leur application et développer

des formulations plus efficaces et adaptées aux différents systémes agricoles (Bashan, 2024).
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Chapitre III: caracteristiques,diversite,potentiel PGPR du genre Bacillus.

Le genre Bacillus appartient au phylum Firmicutes, a la classe Bacilli, et a 'ordre Bacillales. 11
comprend un groupe hétérogeéne de bactéries Gram-positives, aérobies ou anaérobies facultatifs,
et chimiotrophiques. Une caractéristique distinctive et cruciale du genre Bacillus est sa capacité a
former des endospores. Ces structures dormantes, résistantes a des conditions environnementales
défavorables telles que la chaleur, le desseéchement, les radiations et les produits chimiques,
conférent aux Bacillus un avantage significatif pour la survie dans le sol et pour leur application

en tant qu'inoculants agricoles (Nicholson et al., 2000).

Les cellules végétatives de Bacillus sont typiquement en forme de batonnets (bacilles), d'ou le nom
du genre. Elles peuvent étre mobiles grace a des flagelles péritriches ou immobiles. Le
métabolisme des Bacillus est diversifié€, allant de 'utilisation de sucres simples a la dégradation de
polymeéres complexes. Leur capacité a sécréter une large gamme d'enzymes extracellulaires
contribue également a leur réle dans les cycles biogéochimiques et leurs interactions avec les

plantes.

1. Diversité des espéces de Bacillus et de leurs métabolismes

Le genre Bacillus est extrémement diversifié, comprenant un grand nombre d'espéces aux
caractéristiques physiologiques et métaboliques variées. Des especes telles que Bacillus subtilis,
Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus thuringiensis, Bacillus pumilus, Bacillus megaterium, et
Bacillus cereus (bien que certaines souches de cette dernicre soient pathogenes) sont largement

étudiées pour leur potentiel en agriculture.

La diversité métabolique au sein du genre Bacillus est remarquable. Certaines espéces sont
capables de fixer l'azote atmosphérique (bien que généralement a des niveaux inférieurs a ceux
des Rhizobium ou Azospirillum), tandis que d'autres excellent dans la solubilisation des phosphates
et d'autres minéraux du sol. Leur capacité a produire une vaste gamme d'enzymes extracellulaires,
telles que les amylases, les protéases, les lipases et les cellulases, leur permet de décomposer la
matiere organique complexe et de libérer des nutriments dans le sol. De plus, certaines especes de
Bacillus, comme Bacillus thuringiensis, sont connues pour leur production de toxines insecticides

spécifiques aux insectes ravageurs, ce qui les rend utiles en biopesticides (Schnepf et al., 1998).
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2. Mécanismes d'action spécifiques des Bacillus en tant que PGPR

Les especes de Bacillus exercent leur potentiel PGPR par des mécanismes d'action directs et

indirects, souvent spécifiques a l'espece et méme a la souche:

2.1. Solubilisation des nutriments

De nombreuses espéces de Bacillus, notamment B. megaterium et B. mucilaginosus, sont
reconnues pour leur capacité a solubiliser les phosphates inorganiques insolubles dans le sol grace
a la production d'acides organiques (citrique, malique, lactique, etc.) qui chélatent les cations li€s
au phosphate (Oteino et al., 2015). Certaines souches peuvent également solubiliser le potassium

et d'autres micronutriments essentiels.

2.2. Production de phytohormones

Plusieurs espéces de Bacillus sont capables de synthétiser et de sécréter des phytohormones qui
influencent la croissance et le développement des plantes. L'acide indole-3-acétique (IAA), une
auxine, est fréquemment produit par des Bacillus tels que B. subtilis et B. amyloliquefaciens,
stimulant la croissance racinaire et des parties aériennes (Idris et al., 2007). Des cytokinines et des
gibbérellines ont également ¢t¢ détectées dans les cultures de certaines especes de Bacillus. De
plus, la production de I'enzyme ACC désaminase par certaines souches peut réduire les niveaux

d'éthyléne induits par le stress, favorisant la croissance des racines en conditions défavorables.

2.3. Induction de résistance systémique (ISR)

Certaines especes de Bacillus, en particulier B. subtilis et B. amyloliquefaciens, sont connues pour
leur capacité a induire une résistance systémique induite (ISR) chez les plantes. Ce mécanisme de
défense potentialisé permet aux plantes de répondre plus efficacement aux attaques de divers
pathogénes, méme dans des parties de la plante éloignées du site de colonisation bactérienne (Idris
et al., 2007). L'ISR induite par Bacillus implique souvent la production de signaux moléculaires

spécifiques qui activent les voies de défense de la plante.

2.4. Activité antimicrobienne

Les Bacillus produisent une variété de composés antimicrobiens qui peuvent inhiber la croissance
des agents pathogenes du sol. Ces composés incluent des antibiotiques (par exemple, la subtiline
et la bacillicine produites par B. subtilis), des enzymes lytiques (chitinases, glucanases) qui
dégradent les parois cellulaires des champignons et des bactéries, et des bactériocines (peptides

antimicrobiens produits par des bactéries pour inhiber d'autres bactéries) (Ongena et Jacques,
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2008). La production de sidérophores, qui limitent la disponibilité¢ du fer pour les pathogénes,

contribue également a l'activité bioprotectrice des Bacillus.

3. Avantages et limites de l'utilisation des Bacillus en agriculture

L'utilisation du genre Bacillus en agriculture présente plusieurs avantages significatifs:

o Polyvalence des mécanismes d’action: Les Bacillus peuvent améliorer la croissance des
plantes par une combinaison de mécanismes, offrant une approche multifonctionnelle pour
I'amélioration des cultures.

o Formation d'endospores : La capacité a former des endospores confére aux inoculants a
base de Bacillus une longue durée de conservation et une meilleure résistance aux
conditions environnementales stressantes lors de 1'application sur le terrain.

e Adaptabilité a divers environnements: Les Bacillus sont naturellement présents dans
divers types de sols et peuvent s'adapter a différentes conditions environnementales.

o Potentiel de biopesticides: Certaines especes, comme B. thuringiensis, offrent des
alternatives efficaces et spécifiques aux pesticides chimiques pour la lutte contre les
insectes ravageurs.

e Sécurité relative: De nombreuses especes de Bacillus sont considérées comme siires pour
l'environnement et la santé humaine, ce qui facilite leur acceptation et leur utilisation en

agriculture biologique et conventionnelle.

Cependant, 'utilisation des Bacillus en agriculture présente également certaines limites:

e Variabilité de 1'efficacité sur le terrain: L'efficacité des inoculants a base de Bacillus
peut varier considérablement en fonction des conditions environnementales spécifiques
(type de sol, climat), du génotype de la plante et des interactions avec la microflore
indigeéne.

o Nécessité d'une sélection rigoureuse des souches: L'activit¢ PGPR est trés souche-
spécifique. Une sélection rigoureuse de souches efficaces et adaptées aux conditions
locales est cruciale pour obtenir des résultats constants.

e Compréhension incompléte des interactions: Les interactions complexes entre les
Bacillus, les plantes et la communauté microbienne du sol ne sont pas enticrement
comprises, ce qui peut limiter la prédictibilité de I'efficacité des inoculants.

e Concurrence avec les microorganismes indigénes : Les Bacil/lus introduits peuvent étre

en compétition avec les microorganismes indigenes pour les nutriments et les sites de
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colonisation, ce qui peut affecter leur établissement et leur persistance dans la rhizosphére

(Lugtenberg et Kamilova, 2009).

5.Effets des Bacillus sur la teneur en protéines et la composition en acides aminés du blé

La teneur en protéines du grain de blé est un parameétre de qualité essentiel, influencant la valeur
nutritionnelle et les propriétés panifiables de la farine. Plusieurs études suggerent que l'inoculation
de blé avec certaines especes de Bacillus peut avoir un impact sur la teneur en protéines du grain.
Les mécanismes potentiels impliqués incluent 1'amélioration de I'absorption de 1'azote par la plante
grace a la bio fertilisation (fixation d'azote ou solubilisation de nitrates) et la stimulation du

métabolisme azoté au sein de la plante (Zhang et al., 2020).

De plus, la composition en acides aminés des protéines du blé est cruciale pour sa qualité
nutritionnelle. Des recherches préliminaires indiquent que certaines souches de Bacillus pourraient
influencer la proportion de certains acides aminés essentiels dans le grain de blé. Par exemple, une
amélioration de la teneur en lysine, un acide aminé limitant dans les céréales, a été observée dans
certaines études aprés inoculation avec des Bacillus. Cependant, les effets spécifiques varient
considérablement en fonction de 1'espéce et de la souche de Bacillus utilisée, du génotype du blé
et des conditions environnementales. Des recherches plus approfondies sont nécessaires pour
¢lucider les voies métaboliques impliquées et identifier les souches de Bacillus les plus efficaces

pour améliorer la teneur et la qualité des protéines du blé.

6. Influence des Bacillus sur la qualité du gluten et les propriétés rhéologiques de la farine

La qualité du gluten, un complexe viscoélastique formé par les protéines gliadine et gluténine dans
la farine de blé hydratée, est un facteur déterminant pour les propriétés rhéologiques de la pate et
la qualité des produits panifiés. L'impact des Bacillus sur la qualité du gluten est un domaine de
recherche en développement. Certaines €tudes suggerent que l'inoculation avec des Bacillus
pourrait influencer la quantité et la qualité¢ des protéines du gluten, potentiellement en modulant

l'expression des geénes codant pour les gliadines et les gluténines (Li et al., 2021).

Les propriétés rhéologiques de la farine, telles que la ténacité, l'extensibilité et la résistance a la
déformation, sont directement liées a la qualité du gluten et sont essentielles pour la transformation
de la farine en produits finis. Des recherches ont montré que l'application de certaines souches de
Bacillus pourrait modifier ces propriétés rhéologiques, potentiellement en affectant la structure et
l'interaction des protéines du gluten (Singh ef al., 2019). Ces modifications pourraient avoir des

implications pour l'aptitude de la farine a différents usages (panification, fabrication de pates, etc.).
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Cependant, les résultats sont souvent spécifiques a la souche de Bacillus et au cultivar de blé
étudié, soulignant la nécessité d'études plus ciblées pour identifier les interactions bénéfiques et

les mécanismes sous-jacents.

7. Réle des Bacillus dans I'accumulation de micronutriments dans le grain de blé

La teneur en micronutriments essentiels (fer, zinc, manganeése, etc.) dans le grain de blé est cruciale
pour la nutrition humaine, en particulier dans les régions ou le blé constitue une part importante
de l'alimentation de base. Les Bacillus, en tant que PGPR capables de solubiliser les minéraux du
sol, pourraient jouer un role dans l'amélioration de I'accumulation de ces micronutriments dans le

grain de bl¢ par le biais de la biofortification.

Des études ont démontré que 1'inoculation de blé avec certaines espéces de Bacillus, telles que B.
megaterium (solubilisateur de phosphate) et d'autres souches mobilisant les métaux, peut
augmenter la concentration de fer, de zinc et d'autres micronutriments dans le grain (Dubey et al.,
2017). Les mécanismes impliqués pourraient inclure la solubilisation des formes insolubles de ces
minéraux dans la rhizosphére, I'amélioration de leur absorption par les racines et leur translocation
vers le grain. La biofortification du blé en micronutriments par l'utilisation de Bacillus représente
une stratégie prometteuse pour lutter contre les carences nutritionnelles, mais nécessite une
identification et une application optimisées des souches de Bacillus les plus efficaces pour chaque

micronutriment et contexte pédoclimatique.

8.Etudes de cas et résultats antérieurs sur I'utilisation de Bacillus pour améliorer la qualité du blé

8.1. Amélioration de la teneur en protéines

Des essais sur le terrain ont montré que 1'inoculation de blé avec des souches spécifiques de B.
subtilis et B. amyloliquefaciens, en combinaison avec une fertilisation azotée réduite, pouvait
maintenir voire augmenter la teneur en protéines du grain tout en améliorant potentiellement

l'efficience de l'utilisation de I'azote (Khan et al., 2015).

8.2. Influence sur la qualité du gluten

Des études en laboratoire ont suggéré que l'application de métabolites produits par certaines
souches de Bacillus pouvait modifier les propriétés viscoélastiques du gluten in vitro, ouvrant des

perspectives pour moduler la qualité de la pate (Morita ef al., 2010).
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8.3. Biofortification en micronutriments

Des essais en conditions controlées et sur le terrain ont démontré l'efficacité de certaines
souches de Bacillus (par exemple, B. circulans) pour augmenter la concentration de zinc et de

fer dans le grain de blé, contribuant ainsi a sa valeur nutritionnelle (Sharma et al., 2016).




Partie 2:
Etude expérimentale




Chapitre 1:
Materiel et méthodes.




Chapitre 1 Matériel et méthodes

Chapitre I: Matériel et méthodes

Objectif:

Cette étude vise a décrypter les mécanismes par lesquels les bactéries du genre Bacillus influencent
les parametres de croissance des plantes, dans 1’objectif de promouvoir des stratégies agricoles plus
durables et d’optimiser les pratiques de culture du blé pour répondre aux enjeux actuels de sécurité

alimentaire

Caractérisation des souches bactériennes

1.1. Cadre temporel et spatial de I'étude

L'intégralité de cette étude a été menée au sein du laboratoire de microbiologie de 1'Université
Djilali Bounaama, sur une période de quatre mois, s'étendant spécifiquement du 13 février au ler

juin 2025.

1.2. Matériel biologique

Les deux isolats bactériens de genre Bacillus, employés dans le cadre de cette investigation, ont
été¢ gracieusement fournis par notre encadrant. Ces souches étaient rigoureusement conservées
sous forme de suspensions bactériennes stabilisées par du glycérol (20% v/v), stockées en
microtubes Eppendorf & une température de congélation, afin d'assurer leur viabilité optimale et

leur intégrité génétique tout au long de l'expérimentation.

Figure 06: Isolats bactériens conservés dans le glycérol.

L’activation des isolats

[ Ensemencement ]
{ I J
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Mateériel et methodes

Purification

Partie 1:
La caractérisation des isolats.

-La caractérisation morphologique.

-La caractérisation physiologique.
-La caractérisation biochimique.
- Sensibilité aux antibiotiques.

Partie 2:
La culture du blé.

-L’enrichissement des isolats.
-La macération des graines.
-Test de germination.

-La culture du blé dans des potes.
-Le dosage de Chlorophylle.
-Test d’antagonisme.

Figure 07: Méthodologie de travails.

1.3. Enrichissement des bactéries
Afin de procéder a l'enrichissement des isolats bactériens, des bouillons nutritifs ont été préparés
pour chaque échantillon. Un volume de 1 ml de suspension bactérienne a été aseptiquement
transféré dans des tubes a essai stériles contenant 9 ml de bouillon nutritif. Les tubes ensemencés

ont ensuite été incubés a 37 °C pendant 48 heures.

1.4. Ensemencement et conditions de culture

Aprés l'incubation, la croissance bactérienne dans le bouillon nutritif a été confirmée par
l'observation d'une turbidité microbienne. Des cultures pures ont ensuite été obtenues par
|'étalement en surface de 1 ml de chaque suspension sur un milieu de culture gélosé nutritif préparé

en boites de Petri. Ces boites ont été incubées a 37 °C pendant 48 heures.
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1.5. Purification et conservation des souches pures

Aprées incubation, 1'aspect morphologique des colonies développées sur le milieu de culture a été
attentivement examiné. En présence de différentes morphologies coloniales sur les boites, une
purification des micro-organismes a été initiée par des repiquages successifs sur gélose nutritive.
Les souches obtenues a 1'état pur ont ensuite été maintenues sur gélose nutritive inclinée et
conservées a 4 °C pour une préservation (Logan et al., 2009). Pour la reprise de croissance ou la

préparation des essais expérimentaux, une incubation a 37 °C était réalisée.

1.6. Identification phénotypique

Conformément aux méthodes de classification préconisées par Logan et al. (2009) pour la
caractérisation de nouveaux taxons au sein de 1'ordre des Bacillales, les isolats purs ont été soumis
a une analyse approfondie de leurs divers traits morphologiques, culturaux et physiologiques

(biochimiques). Cette démarche visait a atteindre une identification précise au niveau du genre.

1.6.1. Caractérisation morphologique
1.6.1.1. Etude macroscopique

L'observation macroscopique des colonies, réalisée sur un milieu gélosé nutritif, constitue une
étape préliminaire essentielle a l'identification bactérienne. Elle permet une premicre orientation
diagnostique par un examen direct a I'ceil nu, facilitée par des variations d'éclairage. Parmi les

critéres macroscopiques couramment employés pour cette identification, on distingue notamment:

o La forme des colonies: circulaire, irrégulicre, filamenteuse, rhizomorphe, fusiforme,
etc.

o La taille des colonies: ¢valuée par la mesure de leur diametre (exprimée en millimétres)
ou leur qualification (ponctiforme, petite, moyenne, grande).

e La couleur: variant du blanc au pigmenté (jaune, orange, rose, etc.).

o L’aspect: lisse, rugueux, crémeux, muqueux.

o L’opacité: transparente, translucide, ou opaque.

o La surface: brillante, mate, séche, humide, ridée, lobée, dentelée, etc.

1.6.1.2. Etude microscopique
A. Coloration par bleu de méthyléne (coloration simple)

» Technique
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Un frottis bactérien a été réalisé sur une lame de verre séche a l'aide d'une anse stérile, en
¢talant délicatement une petite quantité de la suspension bactérienne sur la surface centrale
de la lame. Le frottis a ensuite été séch¢ a 'air. La fixation a été effectuée soit par passage
a l'alcool suivi d'un ringage a 1'eau, soit par passage rapide de la lame trois fois dans la
flamme du bec Bunsen. La préparation a ensuite été recouverte d'une solution de bleu de
méthyléne pendant une minute. Apres coloration, la lame a été rincée a 1'eau et séchée entre
deux papiers-filtres. L'humidité résiduelle a été éliminée par un léger chauffage au-dessus
de la flamme du bec Bunsen.

Observation

L'observation des bactéries fixées et colorées a été réalisée au microscope optique. Le
condensateur a ét¢ mont¢ au maximum, et le diaphragme entiérement ouvert pour optimiser
I'éclairage. L'objectif a immersion (x100) a été utilis€, nécessitant I'application d'une goutte
d'huile d'immersion sur la lame pour la mise au point. Apres utilisation, 'objectif a été

soigneusement nettoyé avec du papier optique.

B. Coloration de Gram

Un frottis bactérien a été réalisé sur une lame de microscope a partir d'une culture en eau distillée

stérile, puis séché a l'air et fix¢é a la chaleur par trois passages rapides dans la flamme d'un bec

Bunsen. La procédure de coloration a ensuite été initiée par l'application du violet de cristal

pendant 1 minute, suivie d'un rincage a l'eau distillée. Une solution d'iode (Lugol) a été ajoutée

pendant 1 minute pour renforcer la liaison du colorant, puis une décoloration a été effectuée a l'aide

d'alcool ou d'un mélange alcool-acétone pendant 5 a 10 secondes. Enfin, une contre-coloration

avec de la safranine a permis de révéler les bactéries Gram négatif en rose (Gram,1884). A l'issue

de cette procédure, les bactéries Gram positif ont conservé le complexe violet de cristal-iode,

apparaissant de couleur violet foncé, tandis que les bactéries Gram négatif, ayant perdu le colorant

lors de la décoloration, sont apparues en rose a rouge. Cette distinction chromatique est cruciale

pour l'identification et la classification préliminaire des bactéries.

C. Larecherche des spores par la technique (Guiraud, 1998)

>
>
>

Préparer un frottis de la culture bactérienne sur une lame.

Fixer le frottis a la flamme.

Colorer avec du vert de malachite pendant 15 minutes (pour faire pénétrer le colorant
dans les spores).

Rincer a I’eau distille.
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» Contre-colorer avec de la safranine (30 s a 1 min).
» Observer au microscope (objectif 100x a immersion).
» Lecteur

Observation: (Guiraud, 1998)

» La couleur verte: Spores.
» La couleur rouge: Cellules bactériennes.

1.6.2. Caractérisation physiologique
1.6.2.1. Croissance a différentes températures

L'évaluation de I'impact de la température sur la croissance des souches bactériennes a été réalisée
par incubation des cultures sur un milieu gélosé nutritif (GN) a différentes températures. Les
souches, ensemencées sur ce milieu solide, ont été incubées respectivement a 4 °C, 28 °C, 37 °C,
45 °C). Cette expérimentation visait a déterminer la température optimale favorisant leur

croissance.

1.6.3. Caractérisation biochimique
1.6.3.1. Etude de type respiratoire

a. Test catalase

Sur une lame de verre propre et seche, une goutte de solution d'eau oxygénée a 10 volumes a été
déposée. A l'aide d'une anse stérile, une petite quantité d'inoculum bactérien a été prélevée de la
culture pure et mélangée a la goutte de peroxyde d'hydrogene sur la lame. L'observation a été

réalisée immédiatement (Manuel de laboratoire de Microbiologie, 2002).

Interprétation des résultats

o Réaction positive (Catalase +): L'apparition rapide et visible de bulles de gaz, résultant
du dégagement de dioxygene, indique la présence de I'enzyme catalase.
o Réaction négative (Catalase -): L'absence de formation de bulles de gaz témoigne de

I'absence de I'enzyme catalase ou d'une activité enzymatique négligeable.

b. Test oxydase (Harley et Prescott, 2002)

Pour détecter la présence des enzymes oxydases, un réactif spécifique, a savoir une solution de di
chlorhydrate de tétraéthyle-p-phénylénediamine ou une bandelette de test imprégnée de ce
composé, a été appliqué directement sur les colonies bactériennes. L'interprétation des résultats
s'est basée sur 1'observation d'un changement chromatique : 1'évolution du rose clair vers le violet
foncé a indiqué une réaction positive, tandis que l'absence de modification de couleur ou la

persistance d'une coloration rose clair ont été interprétées comme un test négatif.
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¢. Recherche de la nitrate réductase

En I’absence d’oxygeéne, certaines bactéries peuvent obtenir leur énergie par respiration anaérobie.
Cette respiration anaérobie est liée a D’activit¢ d’enzymes localisées dans la membrane
plasmique bactérienne.

» Technique

Le test de la nitrate réductase a été effectué en inoculant les isolats bactériens dans un bouillon
nitrate. Aprés une incubation de 24 heures a 37 °C, 1 a 2 gouttes de chaque réactif (NIT I et NIT
IT) ont été ajoutées au bouillon ensemencé, suivies d'un mélange et d'une observation immédiate

(Manuel de laboratoire de Microbiologie, 2002).

Interprétation des résultats

L'interprétation des résultats s'est déroulée en plusieurs étapes:

o Réaction positive (NR+): Si le milieu virait au rouge, cela indiquait la présence de nitrites,
confirmant ainsi l'activité de la nitrate réductase chez la bactérie.

o Réaction négative ou ambigiie (nécessitant ajout de zinc): Si le milieu restait inchangé
(non rouge), de la poudre de zinc a été ajoutée.

o Reéaction négative confirmée (NR-): Une coloration rouge apres 1'ajout de zinc
indiquait que le zinc avait réduit les nitrates en nitrites, signifiant que la bactérie ne
possédait pas I'enzyme nitrate réductase.

o Reéaction positive confirmée (NR+) : L'absence de coloration apres 1'ajout de zinc
impliquait que les nitrates avaient été entierement transformés par la bactérie au-
dela du stade des nitrites (en azote gazeux par exemple), confirmant ainsi la

présence de I'enzyme nitrate réductase.

1.6.3.2. Etude du métabolisme: (Benson, 2002)

Ce milieu a été employé¢ pour évaluer la capacité des souches bactériennes a fermenter le mannitol,
un polyol, ainsi que leur mobilité. Le protocole a consisté a ensemencer le milieu semi-solide par
piqlire centrale a l'aide d'une pipette Pasteur stérile, puis a incuber les tubes pendant 24 heures a

37 °C, température considérée comme optimale pour la croissance des souches étudiées.

L'interprétation des résultats s'est effectuée de la maniére suivante: un virage du milieu au jaune
indiquait une fermentation positive du mannitol (Mannitol +), tandis qu'une absence de

changement de couleur (milieu restant rouge) signalait un résultat négatif (Mannitol -). La mobilité
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des bactéries était évaluée par 1'observation de la diffusion de la croissance en dehors de la ligne

d'ensemencement le long de la gélose molle, une diffusion opaque indiquant des bactéries mobiles.

Ces tests sont essentiels pour caractériser le métabolisme des souches bactériennes, en particulier
leur voie de dégradation de 1'acide pyruvique.

a. Test au Rouge de Méthyle (RM): (Harley et Prescott, 2002)

Ce test vise a mettre en évidence la production d'acides mixtes résultant de la fermentation des
glucides par les souches. Pour la lecture, quelques gouttes de réactif du rouge de méthyle (RM)
ont été ajoutées a la deuxieme série de tubes. Un virage de la couleur du bouillon au rouge a indiqué

la production d'acides mixtes (RM+). Une coloration jaune persistante a signifié¢ un résultat négatif

(RM-).

b. Test de Voges-Proskauer (VP): (Harley et Prescott, 2002)

Le test de Voges-Proskauer (VP) permet de détecter la production d'acétoine
(acétylméthylcarbinol) par les isolats a partir du métabolisme du pyruvate. La production
d'acétoine est révélée par 'apparition d'une coloration rose du bouillon de Clark et Lubs. Pour ce
faire, 0,5 mL d'a-naphtol et le méme volume de soude a 40% (p/v) ont été ajoutés a la premiere
série de tubes (réaction de Barritt). La lecture a été effectuée immédiatement: une coloration rouge
a indiqué une réaction positive (VP+), tandis qu'une coloration jaune a correspondu a une réaction

négative (VP-).

1.6.3.3. Production d’enzymes extracellulaires

B. Activité lipolytique : (Sierra, 1957)
Afin de détecter l'activité lipasique des souches bactériennes, le milieu de culture gélosé a été
enrichi par 'ajout de 1% (v/v) de Tween 20 ou Tween 80 stérile. Les boites de Petri ensemencées
avec les souches a tester ont ensuite été incubées a 37 °C pendant une période allant de 1 a 3 jours.
La présence d'une activité lipasique a ¢ét€ révélée par l'apparition d'une zone de clarification
distincte autour des colonies productrices, résultant de I'hydrolyse des Tween présents dans le
milieu.

C. Activité protéique
Pour la détection de I'activité protéasique, les souches bactériennes ont été ensemencées sur un

milieu gélosé nutritif (GN) supplémenté avec 10 % (v/v) de lait écrémé stérile. Les boites de Pétri

ainsi préparées ont ensuite été incubées a 37 °C pendant 24 heures. La présence de protéase a été
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mise en ¢évidence par l'apparition d'une zone de clarification autour des colonies, résultant de

I'hydrolyse des protéines du lait par 1'enzyme.

D. Activité chitinolytique
Pour évaluer I'activité chitinolytique des souches, les isolats purs ont été ensemencés sur un milieu
chitine-agar. Les boites ainsi préparées ont ensuite été incubées a 37 °C pendant 48 heures. Apres
incubation, la présence d'une activité chitinolytique a été mise en évidence par l'apparition d'une
zone de clarification ou d'halos transparents autour des colonies bactériennes, résultant de

I'hydrolyse de la chitine insoluble présente dans le milieu.

E. Recherche de la lécithinase: (Delarass, 2014)

De nombreux micro-organismes posseédent la capacité d'hydrolyser les phospholipides, notamment
la phosphatidylcholine (ou Iécithine), et leur prolifération dans des aliments riches en lipides (tels
que le lait et ses dérivés, le jaune d'ceuf ou les viandes) peut entrainer des altérations de ces produits.
Pour détecter cette activité lécithinasique, les souches ont été¢ ensemencées par une touche unique au
centre de boites de Pétri contenant un milieu de culture approprié enrichi en lécithine. Les boites
ont ensuite été incubées a 37 °C pendant 24 heures ou plus. La présence de lécithinase a été mise
en évidence par l'apparition d'une zone de clarification autour des colonies, indiquant une réaction

positive, tandis que 1'absence de zones claires a été interprétée comme un résultat négatif.

F. Hydrolyse de I’amidon: (Gordon et al., 1973)
Pour détecter I'activité amylolytique, le milieu de culture gélosé a été supplémenté avec 1% (p/v)
d'amidon soluble. Apres ensemencement et une incubation de 1 a 3 jours a 37 °C, les boites de
Pétri ont été inondées avec une solution de Lugol. La présence d'amylases a été indiquée par
l'apparition de zones claires autour des colonies productrices, contrastant avec la coloration bleu-

noir de 1'amidon non hydrolysé.

G. Recherche de cellulose

Pour la recherche de l'activité cellulolytique, le milieu gélosé nutritif a ét€ enrichi par I'ajout de 1
g de cellulose soluble. Apres ensemencement des souches et une incubation de 24 heures a 37 °C,
la présence de cellulase a été mise en évidence par l'apparition d'une zone de clarification autour
des colonies. Cette zone translucide résulte de 'hydrolyse de la cellulose insoluble par les enzymes

bactériennes.

H. Test de ’hydrolyse de gélatine: (Benson, 2002)
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Ce test a ¢té réalisé pour détecter la présence de l'enzyme gélatinase, capable d'hydrolyser la
gélatine. Le protocole a consisté a ensemencer les bactéries par piqire profonde dans des tubes
contenant un milieu a la gélatine. Les tubes ensemencés ont été incubés a 37 °C pendant 24 heures.
Apres incubation, les tubes ont été récupérés et placés au réfrigérateur pendant 30 minutes pour
permettre a la gélatine de se solidifier si elle n'avait pas été hydrolysée. L'interprétation des
résultats s'est effectuée de la maniere suivante: si le milieu restait liquide apres réfrigération, le test

¢tait considéré comme positif (présence de gélatinase); si le milieu se solidifiait, le test était négatif.
1.6.3.4. Etude de Type respiratoire: (Bergey's Manual of Systematic Bacteriology, 2015)

Le type respiratoire des souches bactériennes a été caractérisé sur le milieu solide Viande-Foie,
qui permet d'établir un gradient d'oxygéne. Pour ce faire, chaque souche a été ensemencée sur deux
tubes: I'un a été laissé en conditions aérobies, tandis que 'autre a été recouvert d'une couche d'huile
de vaseline stérile pour créer un environnement anaérobie. Aprés 24 heures d'incubation a 37 °C,
l'interprétation des résultats s'est basée sur l'emplacement de la croissance des colonies: les
bactéries aérobies strictes se sont développées uniquement en surface; les aéro-anaérobies
facultatives ont montré une croissance sur toute la hauteur du tube; et les anaérobies stricts ont

poussé exclusivement au found du tube.

1.6.3.5. Citrate de Simmons: (Benson, 2002)

Le milieu au citrates de Simmons est un milieu synthétique défini, utilisé pour déterminer la
capacité d'une souche bactérienne a utiliser le citrate comme unique source de carbone. Pour la
technique, une strie longitudinale de la souche pure a été réalisée sur la pente du milieu gélosé a
l'aide d'une anse stérile. Les bouchons des tubes n'ont pas été vissés a fond afin de permettre les
échanges gazeux, notamment 1'élimination du dioxyde de carbone. Les tubes ont ensuite été
incubés a 37 °C pendant 24 heures. Aprés incubation, la lecture s'est effectuée comme suit: un
virage de l'indicateur de pH (bleu de bromothymol) au bleu a indiqué une alcalinisation du milieu
et a signifi¢ que la souche était capable d'utiliser le citrate (citrate de Simmons +). En I'absence de
virage de l'indicateur de pH et de culture visible, il n'y a pas eu d'alcalinisation, et la souche a été

considérée comme incapable d'utiliser le citrate (citrate de Simmons).

1.6.3.6. Galerie Api 20E
22 tests biochimiques sur des cultures bactériennes pures ont été réalisés. Le dispositif consiste en
une bandelette de 20 micro-tubes contenant des substrats déshydratés, lesquels ont été réhydratés

par une suspension saline bactérienne. Apres une incubation de 18 a 24 heures a une température
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variant de 33 a 37 °C, les changements de couleur résultants des réactions biochimiques ont été

ainsi notés (Harley et Prescott, 2002).

1.6.3.7. Production de I’urée indole

Pour évaluer la capacité des souches bactériennes a produire de 1'uréase et de I'indole, les cultures
ont été ensemencées dans le milieu urée-indole et incubées a 37 °C pendant 24 heures. Apres
incubation, le test de l'uréase a été interprété par I'observation d'un virage de l'indicateur de pH du
jaune au rouge violacé ou au rose rouge, signalant une réaction positive (uréase +) due a
l'alcalinisation du milieu; 1'absence de changement de couleur a indiqué une réaction négative
(uréase -) (Marchal et al., 1987). Paralle¢lement, pour le test de I'indole, quelques gouttes du réactif
de Kovacs ont été ajoutées au bouillon, et la production d'indole s'est manifestée par l'apparition

d'un anneau rouge a la surface.

1.6.3.8. Sensibilité aux antibiotiques

L'antibiogramme est un examen microbiologique essentiel permettant de déterminer si une souche
bactérienne a développé des résistances acquises a certains antibiotiques auxquels elle est
normalement sensible, et qui sont par conséquent censés étre efficaces pour son traitement (Jean
et al., 2023). La méthode employée pour évaluer cette sensibilité est celle du disque de diffusion
sur gélose, plus connue sous le nom de méthode de Kirby-Bauer (introduite en 1966). Le protocole
a débuté par la préparation d'une suspension bactérienne standardisée des souches a étudier dans
un bouillon nutritif. Ensuite, le milieu de culture Mueller-Hinton a été ensemencé de maniére
uniforme a I'aide d'un écouvillon stérile. Enfin, des pinces stériles ont été utilisées pour déposer et

placer avec précision les disques d'antibiotiques sur la surface de la gélose ensemencée.

Figure 08: Application des disques d’antibiotique.
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1.6.3.9. Test d’antagonisme

Pour la réalisation du test d'antagonisme, une étape préliminaire a consisté a isoler le champignon
pathogene: des feuilles de blé infectées ont été désinfectées en surface avec une solution
d'hypochlorite de sodium, puis découpées en petits fragments a l'aide de ciseaux stériles et
déposées sur un milieu PDA (Potato Dextrose Agar), ces boites étant ensuite incubées a 28 °C
pendant 4 jours pour permettre la croissance fongique. Apres cet isolement, le test d'antagonisme
a ¢été mis en ceuvre: dans une boite de Petri contenant le milieu gélosé nutritif (GN), les deux
souches bactériennes isolées ont été ensemencées en surface, et simultanément, le champignon
préalablement isol¢é des feuilles infectées a été inoculé dans la méme boite, I'ensemble étant ensuite
incubé a 28 °C pendant 7 jours pour I'observation des interactions et de l'activité antagoniste des

bactéries envers le champignon (Aizi et Cheba, 2015).

Figure 09: Feuilles de blé infectées.
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2. Culture du blé avec PGPR
Nous avons sélectionné des graines de blé dur pour étudier 1'effet des bactéries du genre Bacillus au cours
des premiéres étapes de sa croissance. Le tableau 3 présente les caractéristiques des graines utilisées dans

cette expérience.

Tableau 03: Matériel végétal.

Espece BI¢ dur
Variété Oued El bard
Source CCL Khemis Miliana

Dans le cadre de cette étude, nous avons utilisé un sol agricole ayant déja servi a la culture du blé,
totalement exempt d'engrais chimiques et de pesticides, afin de connaitre uniquement I'effet des
bactéries sur la croissance du bl¢ et leur capacité a lutter contre les champignons pathogenes. Le
tableau 4 présente les caractéristiques du sol utilisé dans cette étude.

Tableau 04: les caractéristiques du sol utilisée.

Localisation Région de Zeddine,Ruina,
Ain defla

Ph 7,5

Température 28,9

Utilisation Culture de blé

Humidité Humide

La présence des pesticides | Non

La présence des engrais Non
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2.1.Enrichissement des bactéries pour la culture du blé

Pour la préparation de 1'inoculum bactérien destiné a la culture du blé, des flacons stériles, chacun
contenant 200 mL de bouillon nutritif, ont été ensemencés avec les isolats bactéries (5 flacons au
total), a 1'aide d'une pipette Pasteur. Ces cultures ont ensuite été incubées a 37 °C pendant 24
heures. Apres incubation, les suspensions bactériennes ont été centrifugées dans des tubes stériles
a une vitesse de 3500 tours/minute pendant 10 minutes. Le surnageant a été éliminé et le culot
bactérien (contenant les cellules) a été récupéré. Les tubes contenant ces culots ont été conservés

au réfrigérateur jusqu'au moment de leur utilisation (Singh et al., 2019).

Figure 10: Récupération de culot.

2.1.Incubation pour réactiver la croissance:

Pour réactiver les cultures bactériennes conservées sous forme de culot, le tube contenant le culot
a été retiré du réfrigérateur et laissé revenir progressivement a température ambiante (environ 15
a 20 minutes). Une petite quantité (environ 2 ml) de milieu de culture liquide stérile frais a ensuite

¢été ajoutée directement au culot a 1'aide d'une pipette stérile. Le culot bactérien a été délicatement
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resuspendu par pipetage, en veillant a désagréger tout agrégat afin d'obtenir une suspension
homogene. Cette suspension a ensuite été transférée dans un nouveau tube ou flacon stérile
contenant le reste du milieu de culture liquide stérile préalablement préparé. Ce nouveau tube ou
flacon a été incubé a la température optimale de croissance de la bactérie (avec agitation si
nécessaire). L'incubation a ¢été poursuivie pendant une durée suffisante pour permettre la
réactivation et la multiplication des bactéries; cette période, généralement de quelques heures (par
exemple, 4 a 8 heures), dépend de 1'état de conservation du culot et du temps de latence spécifique
a la souche. La turbidit¢ de la culture liquide a été surveillée, une augmentation progressive

indiquant la multiplication bactérienne jusqu’a arriver a une DO égale a 1 (Benson, 2002).

2.2.Préparation des graines de blé

Pour préparer les graines de blé, leur surface a été stérilisée afin d'éliminer toute contamination
microbienne externe. Cette étape a consisté a les tremper dans une solution diluée d'hypochlorite
de sodium pendent 1min, suivie de plusieurs ringages a l'eau distillée stérile (Bouremali Naoual,

2025).

Apres stérilisation, les graines ont été trempées dans la suspension bactérienne préparée (pour les
deux souches étudiées) pendant une heure avant le semis. Pour chaque expérience, 20 graines ont
¢été utilisées. Elles ont ensuite été placées dans des boites de Pétri sur une couche de coton
humidifiée avec de I'eau distillée stérile, puis recouvertes d'une deuxieme couche de coton pour

favoriser et accélérer leur germination a température ambiante. (Bouremali Naoual, 2025).
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Les graines désinfection des graines Agitation de la suspension

Le déplacement des grains La macération

Figure 11: Les étapes de I’inoculation des grains du blé avec la Bacillus.

2.3. Conditions de culture et conception expérimentale

Cette ¢étude a été¢ menée afin d'évaluer I'impact de I'inoculation de deux isolats bactériens sur la
croissance du blé dans diverses conditions de sol. A cet effet, des pots de taille appropriée ont été
remplis avec 1'un des trois types de sols distincts : un sol stérile, un sol traité par des engrais(on
utiliser les engrais chimiques de type NPK sulfate, en dissolvant 2g dans 5 litres d’eau distillée
pour traiter le sol), et un sol non traité par les engrais (représentatif d'un sol agricole standard

pour la culture du bl¢).

Un unique grain de blé a été planté par pot. L'expérience a été structurée autour de plusieurs
traitements, chacun répété 20 fois pour garantir la robustesse des données, en s'inspirant de Nedjah

Imene (2015) avec des modifications adaptées a la présente investigation.

Nous avons mis I’eau distillée dans un pulvérisateur stérilisé et nous avons arrose réguliérement

les graines jusqu’au 23 jours.
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Les traitements se sont décomposés comme suit:

1. Témoin (Sol non traité): Grains non inoculés, cultivés sur sol non traité par les engrais.
2. Controle Engrais (Sol traité): Grains non inoculés, cultivés sur sol traité par des engrais

(NPK sulfate).

3. Isolat 1 sur sol non traité par les engrais: Grains inoculés par l'isolat bactérien 1, cultivés
sur sol non traité par les engrais.

4. Isolat 1 sur sol stérile: Grains inoculés par l'isolat bactérien 1, cultivés sur sol stérile.

5. Isolat2 sur sol non traité par les engrais: Grains inoculés par l'isolat bactérien 2, cultivés
sur sol non traité par les engrais.

6. Isolat 2 sur sol stérile: Grains inoculés par 1'isolat bactérien 2, cultivés sur sol stérile.

Figure 12: Culture du blé dans des pots.
Nous avons place les pots dans endroit avec une lumiére et une température adéquate pour la croissance

des graines de blé.
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2.4. Paramétres ont Suivi de la croissance de blé
Mesurer régulierement différents paramétres de croissance des plantes:

> Taux de germination

Nous avons compte le nombre de graines germées pour chaque expérience pendent une durée

maximale de 7 jours, ainsi que la longueur et le nombre des racines.

» Nombre des feuilles
Le nombre de feuilles a ét¢ comptabilisé sur un échantillon de 20-plantes par traitement.

» Hauteur des plantes

Apres la germination, nous avons mesuré la longueur des feuilles pour chaque expérience jusqu’au

23 jours afin de comparer les résultats.

> Longueur des racines

Le 23 jours, nous avons fragmente le sol auteur des racines afin de mesurer leur longueur, en enregistrant la

racine la plus longue dans chaque expérience.

» Teneur en chlorophylle

L’extraction des pigments chlorophylliens (chlorophylles a, b, et ¢) ainsi que des caroténoides a
¢été réalisée selon la méthode décrite par Francis et al. (1970). Elle consiste a effectuer une macération de
0,1 g de feuilles finement découpées dans 10 ml d’un mélange d’acétone et d’éthanol. Ce mélange présente
un ratio volumique de 75 % d’acétone pour 25 % d’éthanol, avec des concentrations respectives de 80 %
et 40 %. Les échantillons sont placés dans des récipients ambrés afin de limiter I’oxydation des pigments
par la lumiere. Aprés 48 heures de macération, les absorbances sont mesurées a I’aide d’un

spectrophotométre aux longueurs d’onde de 645 nm et 663 nm.
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Les teneurs en chlorophylles a et b

Chl a (ng/g MF) = (12,7 x DO 663 - 2,59 x DO 645) x V /(1000 x W)
Chl b (ng/g MF) = (22,9 x DO 645 - 4,68 x DO 663) x V /(1000 x W)
V: est le volume de la solution extraite.

W: est le poids de matiére fraiche de 1'échantillon.

Figure 13: Les feuilles de blé utilisées pour le dosage de la chlorophylle.
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1.Résultats de I’identification phénotypique

1.1. Caractérisations morphologiques

1.1.1  Etude macroscopique

Apres 48h d’incubation I’aspect macroscopique des isolats representes dans la figurel4.

Figure 14: L’aspect macroscopique des isolats. (1: isolat 1, 2: isolat 2).

Les résultats de 1’étude macroscopique sont résumés dans le tableau 05.

Tableau 05: Aspect macroscopique des isolats.

Taille Forme Surface Opacité Relief Elévation Couleur  Contour

Moyenne  Irrégulier  Lisse Opaque Plate Crémeuse Blanche Ondulé

Grosse Circulaire  Lisse Opaque Plate Crémeuse Beige Régulier

——
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1.1.2  Etude microscopique
1.1.2.1. Coloration par bleu de méthyléne

Apres la coloration par bleu de méthyléne nous observons des cellules fixées de formes bacilles
colorées en bleu. comme le montre la figure 15.

Figure 15: observation microscopique de la coloration par le bleu de méthylene (grossissement
X100 a immersion). (1: isolat 1, 2: isolat 2).

1.1.2.2. Coloration de Gram

La coloration de Gram des souches jeunes, d’apres les résultats obtenus les deux isolats
appartient au groupe des bactéries Gram positive. Donc leur paroi riche en peptidoglycane.
comme le montre la figure 16.

(
.
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Figure 16: Aspect microscopique apres coloration de Gram (grossissement X100). (1: isolat 1,
2: isolat 2).

1.1.2.3. Recherche de la spore

Apres la coloration par le vert de malachite.

Isolat 1:

Présence visible de spores rondes, qui apparaissent souvent de couleur vert.
Isolat 2:

Présence visible de spores rondes, qui apparaissent souvent de couleur vert

Figure 17: Aspect microscopique des spores apres coloration au vert malachite (grossissement X100).
(1: isolat 1, 2: isolat 2).

1.2 Caractérisation physiologique

1.2.1. Croissance a déférentes températures des isolats

Dans le but de connaitre la température optimale pour la croissance des isolats, nous avons
effectué 4 cultures a des températures différentes (4 °C,28 °C,37°C,45°C). Selon les résultats
obtenus la température optimale de croissance des isolats est de 37°C. comme le montre

la figure 18.

—
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Isolat 1:

Figure 18: Croissance des isolats dans différentes températures. (A: 4 °C, B: 28 °C, C:
37°C, D :45°C).

Tableau 06: L’effet de température.
Température 4°C 28 °C 37°C 45°C

Isolat 1
Isolat 2 - ++ +++ +

-: absence de croissance +: présence de croissance

1.3 Caractérisation biochimique

1.3.1. Test catalase
Isolat 1:

Apres I’ajout de peroxyde d’hydrogéne nous remarquent 1’absence de bulles d’oxygene

Donc la souche ne posséde pas I’enzyme catalase.
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Isolat 2:
Apres I’ajout de peroxyde d’hydrogeéne nous observons I’ Apparition des bulles expliquée par
dégagement gazeux de dioxygene donc la souche possede 1I’enzyme catalase. comme le montre

la figure 19.

Figure 19: Test de catalase. (1: isolat 1, 2: isolat 2).

1.3.2. Test oxydase

Nous observons que la couleur du disque ne change pas en rose apres 1’ajout de bactéries donc
ne possedent pas cet enzyme. comme le montre la figure 20.

Figure 20: Test d’oxydase. (1: isolat 1, 2: isolat 2).

1.3.3. Nitrate réductase
La souche étudiée a été caractérisée comme nitrate réductase positive. Cette observation indique

que la bactérie est capable de réduire les nitrates en nitrites. L'absence de coloration rouge, suite a
l'ajout des réactifs appropriés, confirme que la réduction enzymatique du nitrate s'est pour

suivie jusqu'au stade final de 'azote gazeux.
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Figure 21: résultats de la recherche de nitrate réductase apres I’ajoute des réactifs NIT I et NIT
IT et poudre de Zinc. (Isolat 1).

1.3.4. Test du mannitol-mobilité
Isolat 1:

Fermentation du Mannitol

L'absence de changement de couleur du milieu de culture indique que la bactérie est incapable de
fermenter le mannitol. Cela signifie qu'elle ne posséde pas les voies métaboliques nécessaires pour
dégrader ce sucre-alcool et produire des acides.

Mobilité

L'observation d'une croissance bactérienne strictement confinée le long de la ligne d'inoculation
centrale (piqire) démontre que la bactérie est immobile. L'absence de diffusion de la croissance
au-dela du point d'inoculation confirme l'absence de flagelles fonctionnels ou d'autres mécanismes
de locomotion.

Isolat 2:
Fermentation du Mannitol

Le changement de couleur du milieu de culture vers le jaune indique que la bactérie est capable de
fermenter le mannitol. Cette acidification du milieu est le résultat de la production d'acides lors du
métabolisme du mannitol.
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Mobilité

L'observation d'une croissance bactérienne confinée uniquement le long de la ligne d'inoculation
centrale (piqlire) démontre que la bactérie est immobile. Une croissance diffuse dans le milieu
aurait, a l'inverse, indiqué une mobilité.

Figure 22: résultats de test mannitol mobilité. (1: isolat 1, 2: isolat 2).

1.3.5. Recherche des métabolites formés a partir de I’acide pyruvique
Apres I’incubation des tubes pendant 24h, nous ajoutent le réactif RM et VP.
Le test RM:

Positive pour les deux isolats. Indicateur de la production d’acides mixtes.
Le test VP:
Négative pour les deux isolats, aucun changement de couleur du milieu, donc les

bactéries ne produisent pas d’acétone par fermentation du glucose.

54

—
| —



Chapitre 11 Résultats et discution

Figure 23: les résultats de test RM et VP. (1: isolat 1, 2: isolat 2).

1.3.6. Utilisation du citrate comme source de carbone sur le milieu de Simmons

Apres I’incubation des souches dans le milieu citrate de Simmons pendent 24h a 37°C, nous
observent que les milieux gardent la couleur initiale (coloration verte). Donc les souches ne
peuvent pas utiliser le citrate comme seule source de carbone. (Test négatif).

Figure 24: les résultats du test citrate de Simmons. (1: isolat 1, 2: isolat 2).

—
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1.3.7. Etude de type respiratoire

Apres l'incubation des isolats ensemencés dans le milieu viande-foie, nous avons observé le
développement des souches exclusivement a la surface du milieu. Cette localisation de la
croissance indique que les souches étudiées sont des aérobies strictes, nécessitant la présence
d'oxygene atmosphérique pour leur métabolisme et leur prolifération.

Figure 25: L étude des types respiratoire. (1: isolat 1, 2: isolat 2).

1.3.8. Test de cellulose
Isolat 1:

Cette coloration homogene indique que la cellulose présente dans le milieu n'a pas été
hydrolysée par les souches microbiennes étudiées. L'absence de halo clair autour des zones de
croissance bactérienne confirme que les bactéries testées ne possedent pas les enzymes

cellulolytiques nécessaires (cellulases) pour dégrader la cellulose.

Par conséquent, les souches analysées sont considérées comme cellulase-négatives. Cela signifie
qu'elles ne sont pas capables d'utiliser la cellulose comme source de carbone ou d'énergie par

hydrolyse enzymatique.
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Figure 26: Test de cellulose. (1: Isolat 1 avant la coloration par Lugol, 2: Isolat 2 aprés la
coloration).

1.3.9. Activité lipolytique

Isolat 1:

On observe 1’absence de zone claire aprés 1’incubation c’est ta dire la bactérie incapable de

produire cette enzyme.
Isolat 2:

On observe 1’absence de zone claire aprés 1’incubation c’est ta dire la bactérie incapable de

produire cette enzyme.

Figure 27: L’activité lipolytique.
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1.3.10. Activité protéolytique

Apres la période d'incubation, nous avons observé l'apparition de zones de clarification (halos
clairs) autour des colonies sur le milieu de culture. Cette observation est un indicateur direct de la
production de protéases par les souches bactériennes. La formation de ces halos résulte de
I'hydrolyse enzymatique des protéines présentes dans le milieu, confirmant ainsi l'activité

protéolytique des bactéries étudiées.

Figure 28: L’activité protéolytique des isolats. (1: isolat 1, 2: isolat 2).
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1.3.11. Activité chitinoulytique

Apres I’incubation, nous observons 1’apparition des colonies bactériennes, donc la bactérie
dégradée la chitine.

Figure 29: L’Activité chitinolytique. (1 : isolat 1, 2 : isolat 2)
1.3.12. Lecithinase

Les deux isolats:

Apres I’incubation, nous observons 1’apparition des colonies bactériennes, donc les isolats bactériens

capable a produire de la lécithinase, une enzyme qui dégrade la lécithine.

Figure 30: Test Lecithinase. (1: isolat 1, 2: isolat 2).
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Les resultats des testes hydroyse de ,gelatine,amidon et production d’indole represente dans le tableau 07.

tous les tests sont negatives pour les deux isolats sauf le test hydrolyse de gelatine.

Tableau 07: Les résultats d’Urée indole et gélatine et ’hydrolyse de I’amidon.

Production Hydrolyse de Hydrolyse de Hydrolyse de
d’indole I’urée gélatine I’amidon

Figure 31: les résultats du test Urée indole. (1 : isolat 1, 2 : isolat 2).

1.3.13. Galerie API1 20 E

Le tableau 08 présenté les résultats des tests biochimiques réalisés a 1’aide de la galerie API 20
E, un systéme d'identification utilis¢ principalement pour les bactéries Bacillus a Gram positif.

Deux isolats bactériens (Isolat 1 et Isolat 2) ont été testés, et les résultats indiqués par "+"
(positif) et "—" (négatif) permettent d’identifier ou de comparer leurs profils métaboliques.

Tests positifs : ADH, TDA, GEL, GLU, NR.
Tests négatifs : Tous les autres (incluant ONPG, LDC, ODC, CIT, H2S, UREE, INDOLE.. J)
Hypothese sur 1'identité bactérienne : Ce profil est typique de certaines espeéces du genre

Bacillus.

Ne fermentent pas les sucres comme le lactose, sorbitol.
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Tableau 08: La Galerie API20 E.

Les testes Isolat 1 Isolat 2

ONPG - -

ADH 4 +
LDC = -
ODC = -
CIT = -
H2S - -
UREE = -
TDA P +
INDOLE = -
VP = -

GEL —+ +
GLU + +

i

Ii
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(+): test positive. (-): test négative

Figure 32: les résultats de Galerie API 20 E. (1: isolat 1, 2: isolat 2).

1.3.14. Les résultats de ’antibiogramme

Tableau 09: Les résultats de 1’antibiogramme.
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Les deux isolats bactériens analysés, I'Isolat 1 et 1'[solat 2, présentent un profil de multirésistance
aux antibiotiques de la famille des pénicillines et apparentés, incluant 1'Oxacilline, la Pénicilline,
I"Amoxicilline et la Ticarcilline. Cependant, ils conservent une sensibilité notable a plusieurs autres
classes d'antibiotiques, notamment les fluoroquinolones (Pefloxacine, Ciprofloxacine), les
phénicols (Chloramphénicol) et les streptogramines (Pristinamycine). Des différences spécifiques
sont observées: I'Isolat 1 résiste a la Ceftriaxone et a la Fosfomycine (FF50), tandis que 1'Isolat 2

est résistant a I'association Ticarcilline/Acide clavulanique.
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Figure 33: Les résultats de I’antibiogramme.

1.3.15. Résultat du test d’antagonisme
Le champignon isoler a partir les feuilles du blé infectées.

Figure 34: L.’aspect macro et microscopique du champignon. (1: isolat 1, 2: isolat 2).

—
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Tableau 10: Etude macroscopique de champignon.

Mycélium Texture La Taille L’aspect
Blanche Couche Mince Grande Filamenteux

Lors de la co-culture des bactéries utilisées pour la culture du blé avec le champignon isolé a partir
de feuilles de blé infectées, nous avons observé une inhibition notable de la croissance du
champignon. Cette inhibition est attribuée a 'activité antifongique des bactéries, manifestée par la
dégradation de la paroi cellulaire fongique, notamment de la chitine. Ces résultats suggeérent que
les bactéries étudiées pourraient jouer un role protecteur significatif contre les pathogenes

fongiques du blé. comme le montre la figure 35.

Figure 35: Résultat du test d’antagonisme. (B: Bactérie, ch: champignon).
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2.Résultats de la croissance du blé

2.1. Effet biofertilisant des isolats de 1ere jour au Sémejours:

2.1.1. Test Germination

Conformément aux observations faites par Anuj Rana et al. (2011), nos propres résultats sur la
phase initiale de germination et de croissance du bl¢, s'étendant sur les 15 premiers jours, révelent
une amélioration significative des performances des graines inoculées par 1'isolat 2 ainsi que celles

traitées avec du sulfate de NPK.

Plus précisément, il a été constaté que ces traitements ont induit une augmentation notable de la
longueur et du nombre des racines, tel qu'illustré par la Figure 36. De méme, le nombre de germes
de blé a été supérieur comparativement aux graines non traitées et aux graines inoculées par /'isolat
2 (Tableaux 11 et 12).

La Figure 36 représente le Pourcentage de germination des graines de blé sur une période de cing
jours, en fonction de différents traitements appliqués : le témoin (non traité), les graines traitées par le
NPK sulfate, les graines inoculées par I’isolat 1 et celles inoculées par 1’isolat 2.

Des le deuxieme jour, un faible pourcentage de germination est observé pour I’ensemble des

traitements. Cependant, les graines inoculées par 1’1solat 2 montrent déja une légere avance par rapport

au témoin.

Au troisieme jour, une différence significative apparait : les graines inoculées par I’isolat 2 atteignent

Un taux de germination de 100 %, surpassant nettement les autres traitements. Les graines traitées par

le NPK sulfate et celles inoculées par 1’isolat 1 présentent également des taux élevés, bien

qu’inférieurs a celui de I’isolat 2. Le témoin affiche une germination plus lente.

Au quatrieéme jour, la majorité des groupes traités dépassent les 80 % de germination. L’isolat 2

continue de maintenir son efficacité maximale. Le témoin, bien qu’en progression, reste en retrait.

Au cinquieme jour, tous les groupes atteignent des taux de germination élevés (supérieurs a 90 %), y

compris le témoin. Toutefois, la germination rapide et compléte observée des le troisieme jour chez les

—
o
o
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graines traitées par 1’isolat 2 confirme son efficacité notable en tant qu’agent bio-stimulant.

De plus, l'analyse du pourcentage de germination a montré que les graines inoculées par l'isolat 2
atteignaient le taux de germination le plus élevé (100 %) dés le troisiéme jour, surpassant les autres
groupes de traitement dont la germination s'est achevée au cinquieme jour (Figure 36). Ces
observations soulignent le potentiel de l'isolat 2 et du traitement NPK pour optimiser les stades

précoces du développement du blé.

2eme jour 3eme jour 4eme jour 5eme jour

100

9

o

8

o

7

o

6

o

5

o

B
o

3

o

2

o

1

o

o

B | e témoin (non traiter) B | es gains traiter par NPK sulfate
M Les graines inoculées par I'isolat 1 W Les graines inoculées par lisolat 2

Figure 36: Histogramme représentant le pourcentage de germination des graines de blé en fonction
des différents traitements.
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Le Tableau 11 représente les résultats de la croissance des racines (3éme jour de germination)

De¢s le troisieéme jour, on observe une amélioration notable du nombre et de la longueur des racines

chez les graines traitées, en comparaison avec le témoin.

Les graines inoculées par les isolats 1 et 2 affichent le nombre de racines le plus ¢élevé (3 a 6),
contre 1 a 5 pour le témoin.

En termes de longueur, 1’isolat 2 permet d’atteindre la valeur maximale (4,1 cm), suivie de prés

par L’isolat 1 (4 cm).

Le traitement NPK sulfate montre aussi un effet bénéfique, mais 1égérement inférieur a celui des

isolats bactériennes.
Le témoin reste en retrait, indiquant que 1’absence de traitement limite la croissance racinaire.

Les isolats bactériennes, notamment 1’isolat 2, stimulent de fagcon précoce la formation et

’allongement des racines.

Tableau 11: les résultats de la croissance des racines (3eme jour).

Nombre des racines

Le témoin 1as
Les gains traiter par NPK sulfate 2a6
Les graines inoculées par la souche 1 RN

Les graines inoculées par la souche 2 JREXS

Longueur des racines(cm)

Le témoin 0,5a23
Les gains traiter par NPK sulfate 0,3a3,5
Les graines inoculées par la souche 1 JFIXER

Les graines inoculées par la souche 2 RUSERS|

(o)}
o3}
Nt
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Figure 37: Graines de blé germées au troisiéme jour apres traitement. (1: grain non traiter,2:
grain inoculée par 1’isolat 2).

Tableau 12 represente les résultats de la croissance des racines (4€me jour de germination).
la croissance racinaire se renforce encore plus dans les groupes traités.

Le nombre de racines augmente légerement pour toutes les modalités, avec une constance
remarquable chez les graines inoculées par les souches 1 et 2 (4 a 6). La longueur des racines
devient plus elevee.

L’isolat 1 permet d’atteindre une longueur maximale de 4,9 cm, la plus élevée de tous les
traitements. L’isolat 2 et le NPK sulfate suivent de prés avec des longueurs atteignant 4,5 cm.
Le témoin reste limité a 2,6 cm, confirmant 1’effet modeste de la croissance spontanée sans
stimulation.

Le traitement par les isolats bactériennes, en particulier 1’isolat 1, améliore significativement la

croissance racinaire au quatriéme jour, aussi bien en nombre qu’en longueur.

—
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Tableau 12: les résultats de la croissance des racines (4eme jour).

Nombre des racines

\S]
()
W

Le témoin
Les gains traiter par NPK sulfate 236
Les graines inoculées par la souche 1 436

Les graines inoculées par /la souche 2 4a6

Longueur des racines(cm)

Le témoin 0,5a2,6
Les gains traiter par NPK sulfate 1,5a4,5
Les graines inoculées par la souche 1 1449

Les graines inoculées par la souche 2 1a4,5

Selon, Kumar (2021), trois souches efficaces de PGPR isolées, ainsi qu’une souche de Pseudomonas
aeruginosa collectée, ont été sélectionnées pour €laborer différentes bioformulations visant a améliorer la
croissance et le rendement du blé, tant en conditions de serre que sur le terrain. La combinaison de quatre
souches (Bacillus megaterium, Arthrobacter chlorophenolicus, Enterobacter sp. et P. aeruginosa) a permis
d’obtenir une augmentation significative de la hauteur des plantes (de 24,56 % en serre et 47,06 % au champ),
du rendement en grains (75,80 % et 40,09 %) et du rendement en paille (76,55 % et 42,63 %) par rapport au
témoin. Ces résultats ont été suivis par deux combinaisons tri-souches: B. megaterium + A. chlorophenolicus +
P. aeruginosa et A. chlorophenolicus + Enterobacter spp. + P. aeruginosa. Les inoculations tri- et tétra-souches

ont également entrainé une amélioration notable du poids spécifique des grains et de 1’absorption des
nutriments. Ainsi, I’inoculation combinée de B. megaterium, A. chlorophenolicus, Enterobacter spp. et P.

aeruginosa constitue un consortium PGPR prometteur pour renforcer la productivité du blé.

—
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Graine inoculée par isolat 1 Graine inoculée par isolat 2

Figure 38: Les racines des graines germées dans différents traitements.

2.2. Effet Biofertilisant des Isolats sur la Croissance Précoce du Blé (6¢éme au 9éme Jour)

L'étude des premiers stades de développement du blé, spécifiquement entre le 6¢me et le 9¢me
jour post-plantation, a révélé une amélioration significative de la croissance chez les plants issus
de graines inoculées par les isolats 1 et 2, ainsi que chez celles traitées avec du sulfate de NPK.
Ces conditions ont entrainé un pourcentage de développement foliaire de 90 %, 95 % et 90 %
respectivement pour les isolats 1, 2 et le NPK, contrastant avec le groupe témoin non traité qui

affichait 85 %.

Ces observations s'alignent avec des données antérieures issues de la littérature scientifique. Par

exemple, Tatiana et al. (2020) ont démontré que l'application de P. mandelii IB-Ki14 et de B.
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subtilis IB-22 sur des semences de blé améliorait significativement la productivité des plants, avec
des hausses de rendement de 21 % et 30 % respectivement par rapport aux controles non traités.
Leurs analyses ont méme mis en évidence une supériorité statistiquement significative de B.

subtilis I1B-22 dans l'accroissement du rendement (p < 0,05, test ¢ pour échantillons appariés).

Ces résultats (représentés dans la Figure 38) corroborent I'hypothése que les isolats étudiés
possédent des propriétés de promotion de la croissance végétale, agissant comme des

biofertilisants efficaces des les phases initiales de développement du blé.

100

0 “||| ‘|||| ‘|||| “|| ||||| ||“|

Le témoin (non Les gains traiter par Les grainesinoculées Les grainesinoculées Les grainesinoculées Les graines inoculées
traiter) NPK sulfate par l'isolat 1 par l'isolat 1 (sol par I'isolat 2 par l'isolat 2 (sol
stérile) stérile)
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Figure 39: Histogramme de pourcentage I’apparition des feuilles du blé en fonction des
différents traitements.
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AS

Figure 40: La longueur des feuilles 18 jours. (A) sol non traité, (B) sol traité¢ par NPK sulfate,
(O) sol traité par la souche 1, (D) sol stérile traité par la souchel, (E) sol traité par la souche 2,
(F) sol stérile traité par la souche 2.

2.3. Effet Biofertilisant des Isolats sur le Développement du Blé (11éme au 23éme Jour)

La deuxiéme phase du cycle de croissance du blé, couvrant la période du 11éme au 23éme jour
apres la plantation, a permis de mettre en évidence une contribution significative des isolats étudiés
a l'amélioration des paramétres de développement végétatif. Nous avons notamment observé une
stimulation marquée de l'apparition et de I'élongation des feuilles (Tableaul3), ainsi qu'une

accélération de la croissance racinaire (Tableau 14, Figure 42).

Plus précisément, dés le quinzieme jour, une émergence compleéte de deux feuilles était
systématiquement notée chez les plants issus de graines inoculées avec l'isolat 2. L'isolat 1 a
¢galement montré une performance remarquable, avec un taux de 80 % d'apparition complete des
deux feuilles, surpassant nettement les groupes témoins (graines non inoculées ou traitées avec des

engrais agricoles conventionnels).

Ces effets bénéfiques sont principalement attribués a la capacité des deux isolats a stimuler la
production d'hormones de croissance végétales, un mécanisme qui favorise directement le
développement racinaire et, par conséquent, contribue a I'amélioration du rendement des cultures.

Ces observations sont en accord avec des recherches antérieures approfondies.
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Par exemple, Ku et al. (2018), Intham et al. (2021) ont caractérisé Bacillus cereus souche YL6
pour son role dans la promotion de la croissance végétale. Leurs travaux ont révélé que cette
souche est capable de solubiliser le phosphore (tant inorganique qu'organique) grace a la
production de divers acides organiques (notamment 1'acide oxalique, malonique et succinique) et
de phosphatases (acides, neutres et alcalines), dont l'activit¢ maximale est observée apres 48
heures. Ces processus biochimiques facilitent la conversion du phosphore insoluble en une forme
biodisponible pour les plantes, ce qui, a son tour, favorise le développement racinaire et optimise
le rendement des cultures. En outre, B. cereus YL6 est également connue pour sécréter des
phytohormones, telles que l'acide indole-3-acétique (IAA) et les gibbérellines (GA), qui sont des
régulateurs clés de la croissance végétale, renforcant ainsi son potentiel d'amélioration de la

productivité agricole.

Parall¢lement, d'autres études, comme celle de Vimal ef al. (2018), ont souligné la capacité de
bactéries rhizosphériques tolérantes au sel a favoriser la croissance des plantes dans des
environnements contraints. Ces chercheurs ont isolé de sols naturellement salins des souches
prometteuses, Bacillus sp. (JG3) et Pseudomonas sp. (JG7), dont l'efficacit¢ a améliorer la

croissance du blé en conditions salines a été confirmée en laboratoire.

Tableau 13: La longueur des feuilles.

Le témoin Les gains Les graines Les graines Les graines Les graines
(cm) traiter par inoculées par | inoculées par | inoculées par | inoculées par

Les jours NPK sulfate L’isolat 1 Pisolat 1 (sol | l’isolat 2 l’isolat 2 (sol

(cm) (Sol non stérile) (cm) | (Sol non stérile) (cm)
traiter) (cm) traiter) (cm)

6 0,5a4,1 0,4 24,8 0,526,3 0,4a4,7 0,6 46,3 0,6a5,2

7 0,7a5,3 0,5a5,7 0,678 0,8a54 0,8a6,7 0,8a5,8

8 0,92a6,2 1a7 1289 0,9a5,7 1482 0,7a6

9 0,7a79 1,5a8,6 0,5a11,5 1a6,7 2a9,7 0,5a6,7

10 0,4a8,3 0,329,6 0,7a12,7 1,3a8 09all,1 05473

11 09294 1a10,2 1,9a132 1,5a8,2 2a 12,2 0,3a7,5

12 1,5a12,7 2,2a109 2,5a14,5 1,7a8)5 394135 442a89

—
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13 22139 3,72 12,2 4,2a15,7 3,2a9,7 4,324 14,5 1,3493
14 2924142 494139 53al72 4,12a10,2 6a156 1.549,7
15 3,2a159 5,1a14,7 6,1 4189 49al1l4 7,3a17,1 1,72 10,1
16 3,9ale,l1 59a153 6,9 2203 562129 7,9 2189 1,9all,2
17 4,5a16,9 6,22a16,8 7,2a20,7 6al133 8,2a19,6 2,3a12
18 5,7a17,8 79al173 79a214 6,1 a14,1 8,9a20,2 2,6 2134
19 6,3a18,2 8,3a189 8,3a219 6,5a153 9a213 3al137
20 6,9 a2 19,6 9,1a20 8,8a223 7a16,6 9,4a22,6 32al5
21 7,22a20,3 9,8a21,9 9,1a235 7,7a 179 99a234 3,5al64
22 8,1a2l,7 10,22 22,6 9,5a24 8a218,4 10,5 a 24,1 3,7a179
23 944223 10,2 a 23,1 10,1 a24,3 8,3al9,1 11,2a25,5 4,1a184
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La figure 41 représente I’histogramme de pourcentage d'apparition des deux premiéres

Feuilles du blé en fonction des différents traitements."

Jours 11 a 13 :

Faible apparition pour tous les traitements.

Le traitement avec isolat 1 montre un léger avantage au 12e jour (>70%).
L’isolat 2 en sol stérile est inefficace a ce stade (proche de 0%).

Jour 14 :

Montée notable de tous les traitements.

NPK sulfate atteint environ 90%, devancant tous les autres.

L’isolat 2 non stérile suit de pres.

Les traitements avec sol stérilisé restent en retard.

Jour 15-17 :

Tous les traitements montrent une forte croissance.

A partir du 16e jour, la majorité des traitements atteignent 90—100%.
Isolat 2 (non stérilisé) rivalise avec le NPK, parfois le dépasse.

Les traitements en sol stérile restent les moins efficaces.

Jours 18 2 20 :

Tous les traitements atteignent presque 100%.

La différence entre traitements devient moins significative a ce stade avancé.
Le témoins non traité reste 1égerement en dessous (vers 90-95%).

Les deux isolats , surtout 1’isolat 2, montrent une efficacité équivalente ou supérieure au NPK
chimique

apres 16 jours.

L'effet bénéfique des isolats est freiné en sol stérile, suggérant une interaction positive avec la
microflore

naturelle du sol.

Le traitement NPK permet une émergence plus rapide, mais les traitements biologiques (isolats)

( 1
L 7% )
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montrent une efficacité durable et comparable.

Le traitement témoin est toujours le moins performant.

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10
O I
11jour 12 jours 13 jours 1l4jours 15jours 16jours 17jours 18jours 19jours 20 jours
B Le témoin (non traiter) B Les gains traiter par NPK sulfate
M Les graines inoculées par L’isolat 1 w Les grainesinoculées par L’isolat 1 (sol stérile)
B Les graines inoculées par Iisolat 2 m Les graines inoculées par I'isolat 2 (sol stérile)

Figure 41: Histogramme représentant le pourcentage d'apparition des deux premicres feuilles du
blé en fonction des différents traitements.
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La figure 42 représente I’histogramme de pourcentage de 'apparition de trois feuilles.
Jours 17219

Faible apparition globale : toutes les conditions ont des pourcentages < 30%.

Isolat 1 + sol stérile (jaune) montre une apparition plus rapide (25% au jour 17).

Témoin et isolat 2 stérile : les plus faibles au début.

Jour 20 :
Augmentation nette pour NPK (orange) (~60%).
L’isolat 1 (gris) montre de bons résultats (~45%).

Témoin et isolat 2 + sol stérile restent < 40%.

Jour 21 :
NPK atteint ~85% : le plus performant.
Isolat 1 et Isolat 2 (non stérile) : > 60%, bons résultats.

Témoin reste en retard (~50%).

Jour 22 :
Convergence des résultats :
NPK, isolat 1 et isolat 2 (non stérile) entre 80—90%.

Sol stérile encore en retrait (surtout isolat 2 stérile).

Jour 23 :

Tous les traitements atteignent des valeurs élevées (> 90%),
sauf isolat 2 en sol stérile qui plafonne a ~70%.

Isolat 1 dépasse les 95%, comme le NPK, et isolat 2 non stérile atteint 100%.

Conclusion globale :

Le traitement NPK sulfate permet une apparition précoce et rapide des trois feuilles, atteignant
85% dés le 21e jour.

Les isolats (isolat 1 et 2), surtout en sol non stérilisé, sont tres efficaces et atteignent des
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performances comparables au NPK a partir du 22¢ jour.

En sol stérilisé, leur efficacité est fortement réduite, en particulier pour I’isolat 2, ce qui confirme
I’importance de la synergie avec la microflore naturelle du sol.

Le témoin reste toujours en retard, bien que rejoignant les autres traitements a la fin (23e jour)
L'apparition des trois premieres feuilles du blé varie significativement selon les traitements. Le
NPK chimique montre une efficacité rapide, atteignant 85% dés le 21e jour. Toutefois, les
inoculations biologiques, notamment avec 1'isolat 2 en sol non stérile, égalent voire surpassent
ces résultats a partir du 22° jour, atteignant 100% au 23e jour. La stérilisation du sol réduit
notablement l'efficacité des isolats, ce qui souligne I’importance de la microflore native dans la
réussite de la symbiose plante-microorganisme.

Ces résultats soutiennent l'utilisation de biofertilisants comme alternative durable aux intrants
chimiques.

17 18 19 20 21 22 23

B Le témoin (non traiter) B | es gains traiter par NPK sulfate
M Les graines inoculées par 'isolat 1 Les graines inoculées par L'isolat 1 (sol stérile)
M Les graines inoculées par L’isolat2 M Les graines inoculées par I'isoltat 2 (sol stérile)

Figure 42: Histogramme de pourcentage de I’apparition de trois feuilles.
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Selon les études de Mahmoud A. Salem et al., (2024) ont montré que l'inoculation répétée avec
des rhizobactéries promotrices de croissance (PGPR) contribue progressivement a améliorer la
santé des sols et les rendements agricoles au fil des saisons. Par exemple, 1'application prolongée
de souches de Bacillus a permis d’enrichir le sol en carbone organique, de stimuler 'activité
microbienne et d’augmenter la disponibilité¢ des nutriments dans les systémes de culture des
céréales. L’accumulation progressive de communautés microbiennes bénéfiques peut également
engendrer des effets positifs a long terme, appelés « effets résiduels », qui se maintiennent méme

aprés ’arrét de I’inoculation.

Sur le plan économique, les méta-analyses ont démontré que I'utilisation des PGPR représente une
solution rentable. En effet, ces bactéries améliorent durablement les rendements des cultures ainsi
que la rentabilité des exploitations agricoles, grace a leur double action: stimulation directe de la

croissance des plantes et amélioration des propriétés du sol.

Selon (Mondal et al., 2020). Bien que les PGPR se colonisent principalement au niveau ou a
proximité des racines des plantes, leur impact bénéfique s’étend a 1’ensemble des fonctions
essentielles de la plante. Ces micro-organismes jouent un role crucial en améliorant divers aspects
du développement végétal, tels que la vigueur de germination, la croissance des racines et des
pousses, l’efficacité de la photosynthése, la floraison, le rendement des cultures ainsi que la

resistance aux maladies.
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Figure 43: La longueur des racines de 23 jours de croissance (A: témoin, B: traiter par la souchel, C: traiter par la souche 2,
D: traiter par NPK sulfate).

Selon (Kapadia et al., 2021). L’inoculation avec des consortiums microbiens a favorisé le développement de
racines secondaires, capables d’absorber davantage de minéraux et de transporter efficacement les nutriments
vers les différentes parties de la plante, ce qui s’est traduit par une croissance et une biomasse accrues. Les
résultats montrent que ces consortiums peuvent atténuer les effets néfastes du stress salin et stimuler la
croissance des plants de tomate en conditions salines. Ainsi, |’utilisation de consortiums microbiens apparait
comme une solution alternative, économique et durable pour lutter contre la salinité des sols et améliorer la

croissance des plantes en situation de stress.
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Dosage de chlorophylle

Le tableaul4 présente des données sur la teneur en chlorophylle (chlorophylle a et b, en
microgrammes par gramme de masse fraiche) et la longueur des racines (en centimétres) dans
diverses conditions de traitement. Voici un résumé détaillé :

Teneur en chlorophylle :

- Chlorophylle a :

- Témoin : 28,85 pg/g MF

- Feuilles traitées au NPK : 29,04 png/g MF

- Feuilles inoculées avec I’isolat 1 (sol normal) : 56,65 pg/g MF
- Feuilles inoculées avec I’isolat 1 (sol stérile) : 58,73 ng/g MF
- Feuilles inoculées avec I’isolat 2 (sol normal) : 61,49 ug/g MF
- Feuilles inoculées avec I’isolat 2 (sol stérile) : 39,65 ng/g MF

- Chlorophylle b :

- Témoin : 25,32 ng/g MF

- Feuilles traitées au NPK : 25,94 png/g MF

- Feuilles inoculées avec I’isolat 1 (sol normal) : 24,19 pg/g MF
- Feuilles inoculées avec l'isolat 1 (sol stérile) : 22,38 ng/g MF
- Feuilles inoculées avec l'isolat 2 (sol normal) : 29,43 pg/g MF
- Feuilles inoculées avec l'isolat 2 (sol stérile) : 25,16 ng/g MF

Longueur des racines :

Témoin : 14,5 cm

- Feuilles traitées au NPK : 14,7 cm

- Feuilles inoculées avec l'isolat 1 (sol normal) : 16,5 cm
- Feuilles inoculées avec I'isolat 1 (sol stérile) : 9 cm

- Feuilles inoculées avec I'isolat 2 (sol normal) : 17 cm

- Feuilles inoculées avec l'isolat 2 (sol stérile) : 10 cm

Interprétation :
- L'inoculation avec l'isolat 1 ou 2 augmente la teneur en chlorophylle et la croissance des racines

longueur, par rapport au témoin et au traitement NPK.
- Les valeurs les plus ¢élevées sont observées avec 1'isolat 2 dans un sol normal, indiquant un fort

effet positif sur la chlorophylle et la croissance des racines.

—

]
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Tableau 14: Les Résultats de test de chlorophylle et de la longueur des racines.

Les feuilles  Les feuilles Les feuilles Les feuilles Les feuilles
traiter par  inoculées par inoculées par inoculées par inoculées par

NPK Disolat 1 (sol Pisolat 1 (sol  Disolat 2 (sol D’isolat 2 (sol
sulfate normale) stérile) normal) stérile)

29,04

Chlorophylle (a) (ng /
g MF)

gcﬁ‘;’fphy“e (b) (ng/ 25.32 25,94 24,19 22,38 29.43 25.16

14,5 14,7 16,5 9 17 10

28,85

La longueur des
racines (cm)

Selon (Glick, 2012; Vassilev et al., 2006). I’application de bactéries PGPR dans la culture du blé
dur s’est révélée bénéfique, notamment par I’augmentation du taux de chlorophylle foliaire,
indicateur d’un meilleur état nutritionnel et physiologique des plantes. Plusieurs travaux ont
démontré que I’inoculation avec certaines souches de PGPR,vtelles que Azospirillum, Pseudomonas
ou Bacillus, entraine une hausse significative de la teneur en chlorophylle, traduisant une
amélioration de la capacité photosynthétique .

Selon, (Kumar et al., 2017), (Beneduzi et al., 2012) Une meilleure assimilation des nutriments
essentiels, en particulier 1’azote, élément fondamental de la molécule de chlorophylle. Une
diminution du stress physiologique, notamment hydrique ou d’origine abiotique, permettant le
maintien d’un niveau de chlorophylle optimal.

Selon (Shah et al., 2013), Les mesures expérimentales, effectuées par SPAD ou spectrophotométrie,
confirment une augmentation notable de la teneur en chlorophylle chez les plants de bl¢ inoculés par
rapport aux témoins non traités, notamment en conditions de stress modéré. Selon (Sharma et al.,
2014). Cette amélioration est fréquemment associée a une croissance végétative renforcée, un

meilleur rendement et une qualité accrue des grains
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Cette étude a mis en évidence I’intérét agronomique des isolats bactériens appartenant au genre
Bacillus pour I’amélioration de la qualité du blé tendre (7Triticum aestivum). Les résultats obtenus
révelent un fort potentiel biologique de ces souches, leur conférant une capacité d’action a
plusieurs niveaux au sein des systémes agricoles.

Les deux isolats étudiés ont démontré une activité enzymatique remarquable. Les tests ont mis en
évidence une activité protéolytique, chitinase ainsi qu'une production de lécithinase. Ces isolats
sont capables de dégrader des substrats complexes tels que les protéines, la chitine et la l1écithine
grace a la sécrétion d’enzymes spécifiques. Ces propriétés enzymatiques suggeérent un potentiel
biotechnologique intéressant.

Par ailleurs, les tests d’antagonisme réalisés entre les bactéries et un champignon isolé a partir de
feuilles de bl¢é infectées ont montré une inhibition significative de la croissance fongique.
L’activité antifongique semble liée a la dégradation de la paroi cellulaire du champignon, en
particulier de la chitine, suggérant un mécanisme d’action direct. Ces observations mettent en
lumiére le potentiel des souches étudiées comme agents de biocontrdle naturels contre les
pathogenes fongiques du blé, et ouvrent ainsi la voie a des stratégies de protection des cultures
plus durables.

Sur le plan agronomique, les isolats ont également manifesté des propriétés avérées de
biofertilisation, stimulant la croissance végétative et favorisant une meilleure absorption des
¢léments nutritifs. Cette action s’est traduite par un développement sain et équilibré des plantes,
accompagné d’une amélioration notable des paramétres physiologiques et nutritifs du blé. En
parallele, leur effet antifongique positionne ces bactéries comme des biopesticides naturels,
réduisant le besoin en produits phytosanitaires de synthése et s’inscrivant pleinement dans les
principes de I’agriculture durable.

Dans ce contexte, 1’utilisation combinée de deux types distincts de Bacillus a démontré une
efficacité remarquable a la fois pour stimuler la croissance des plantes et pour controler les
agents pathogénes. Cette double fonctionnalité renforce I’intérét de ces bactéries comme outils
biologiques multifonctionnels. Au-dela de leur role en tant que biofertilisants et biopesticides,
leur intégration dans les pratiques agricoles représente une alternative écologique, siire et
efficace aux intrants chimiques, contribuant a préserver la fertilité des sols et a maintenir
I’équilibre écologique des agroécosystémes.

En conclusion, cette étude confirme que les bactéries du genre Bacillus sont capables de jouer un
role essentiel et complémentaire dans 1’amélioration de la qualité du blé et dans sa protection
contre les maladies fongiques. Elles apparaissent ainsi comme des solutions stratégiques et
prometteuses pour répondre aux exigences de 1’agriculture moderne.

Neéanmoins, malgré ces résultats encourageants, il demeure nécessaire de poursuivre les
recherches appliquées, notamment en conditions de terrain. Des études complémentaires seront
essentielles pour évaluer l'efficacité des isolats dans différents contextes pédoclimatiques, et pour
approfondir la compréhension des interactions complexes et durables entre les bactéries, la
plante et le sol.
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Annexe 1: Matériel utilisé

> Appareillage
e Agitateur- plaque-chauffante.
e Ph metre.
e Ftuve.
e Spectrophotometre.
e Vortex.
e Bain marie.
e Microscope optique.
e Bec Bunsen.
e Four Pasteur.
e Autoclave.
e Balance.
» Verrerie
e Boite de Petrie en plastique.
e Pipette Pasteur.
e Anse de platine.
e Lames et lamelles.
e Tubes a essais.
e Pinces.
e Micro pipette.
e Flacons en verre de :200 ml et 250 ml

e Becher de : 100 ml, 250 ml et 500 ml.




Annexe(2: Composition des milieux de culture

Gélose nutritive

L’eau distillée 2L

G¢élose poudre S6g
Bouillon nutritive

L’eau distillée 1L

Peptone 5g

Extrait de levure 3g

Chlorure de sodium 8g

Glucose g
Viande-Foie (VF)

L’eau distillée 1L

Viande-Foie poudre 34¢g
Protéase

G¢élose nutritive 100 ml

Lait écrémé 10 ml
Cellulase

Gélose nutritive 100ml

Cellulose lg
Cellulase

Gélose nutritive 100ml

Cellulose lg
Chitine -Agar

Extrait de sol 100ml

Chitine lg

Agar 1,5g
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Mueller Hinton

MH 31,5¢

Agar 30g

Eau distillée 1,5L
Eau physiologie

Nacl O¢g

Eau distillée 1L

Le cithinase

Gélose nutritive 100ml

Jaune d’ceuf 1

Le gélatinasse

Peptone lg

Extrait de viande 04¢g

Nacl 0,25¢g

Gélatine 12g

L’eau distille 100ml
PDA

Pomme de terre 200g

Eau distillée IL

Agar 20g

Glucose 20g

—
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Annexe 03: Les produites et les réactifs utilizes.

» Les produites

e Ethanol.

e Acctone.

» Les réactifs

e Violet de gentiane au cristal.
e Lugol

e Fuchsine.

e Alcool.

¢ Disque oxydase.

e Peroxyde d’hydrogene.
¢ Bleu de méthylene.

e Réactif de Kovacs.

e Réactif de vert de malachite.
e Réactif Vpl et Vp2.

e Réactif RM.

e Réactif NIT I et NIT IL
e Huile de paraftine.

e Huile a immersion.
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