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Résumé

De nombreuses entreprises exploitent actuellement les déchets de chitine pour produire deux sous-
produits & action différentes : la chitine et le chitosane, qui sont utilisés dans diverses applications
biotechnologiques, en particulier dans le domaine de I’agriculture. Les déchets chitineux sont a la fois
un engrais biologique et un biopesticide, puisqu’ils favorisent le développement des microorganismes
connues sous le nom de (BRFC), qui sont des bactéries promotrices de la croissance des plantes. Elles
améliorent non seulement la qualité des nutriments présents dans la zone racinaire, mais assurent

également la protection des plantes contre les agents phytopathogénes.

L'objectif de ce travail est d'étudier I'effet des residus chitineux sur la dynamique microbienne de la
rhizosphére du blé de la variété de « Oued Bard », en mélangeant le sol dédie a la céréaliculture (blé)
avec des résidus chitineux a différentes concentrations, dont le suivi a été effectué durant une période
qui s’étale sur 20 jours d'observation. Les résultats obtenus ont montré un effet significatif a la fois
sur la composition de la microflore et au-méme-temps sur la variation du pH du sol. Les dix premiers
jours de traitement ont révélé une augmentation du nombre de bactéries et l'absence totale de
champignons, qu'ils soient saprophytes ou pathogénes pour le blé. En revanche, les résultats des cing
derniers jours ont montré I'apparition BRFC, notamment le genre Bacillus, qui est une bactérie
fixatrice d'azote avec un pouvoir antagoniste contre les agents.... En paralléle, I'influence des déchets
chitineux sur la qualité du blé a été évaluée en termes de germination des graines de blé et par rapport

aussi a la teneur en chlorophylle des feuilles de blé.

Mots clés : Résidus chitineux, blé, BRFC, bio-engrais, bio-pesticide.
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Abstract

Many companies are currently utilizing chitin waste to produce two by-products with different
actions; chitin and chitosan, which are used in various biotechnological applications, particularly in
agriculture. Chitinous waste acts as both a biological fertilizer and a biopesticide, as it promotes the
development of microorganisms known as Plant Growth-Promoting Rhizobacteria (PGPR). These
bacteria not only enhance the quality of nutrients in the root zone but also ensure the protection of

plants against phytopathogens.

The objective of this work is to study the effect of chitin residues on the microbial dynamics of the
wheat rhizosphere of the "Oued Bard" variety by mixing soil dedicated to cereal cultivation (wheat)
with chitin residues at different concentrations. This observation was carried out over a period of 20
days. The obtained results showed a significant effect on both the composition of the microflora and
the variation of the soil pH. The first ten days of treatment revealed an increase in the number of
bacteria and the total absence of fungi, whether saprophytic or pathogenic to wheat. In contrast, the
results of the last five days showed the appearance of PGPR, particularly the Bacillus genus, which is
a nitrogen-fixing bacterium with antagonistic power against pathogens. Additionally, the influence of
chitin waste on wheat quality was evaluated in terms of seed germination and chlorophyll content in

wheat leaves.

Keywords: Chitin residues, wheat, PGPR, bio-fertilizer, bio-pesticide.
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INTRODUCTION



INTRODUCTION :

La croissance démographique rapide a conduit a une demande accrue de nourriture et donc a une
utilisation accrue d'engrais chimiques pour parvenir a des rendements plus éleves des cultures et
d'autres produits agricoles (Mosalaei rad et al., 2022). La consommation mondiale d’engrais et de
pesticides chimiques continue a augmenter dans les pays développés. Selon (Dupont, 2023) environ
120 millions de tonnes d'engrais chimiques sont utilisees annuellement, et comme la demi-vie de ces
pesticides dans I’environnement dépasse souvent 20 ans, ils se sont répandus d’une maniére tres

inquiétante dans la biosphére depuis leurs découverte (Générations futures, 2021).

L’utilisation intensive d’engrais chimiques et [’utilisation systématique des pesticides ont
considérablement augmenté le rendement agricole. Mais malheureusement, cette hausse de
productivité s’est accompagnée d’une augmentation de la pollution environnementale, notamment de
l'eau, puisque des concentrations trés élevees, dépassant méme les limites maximales ont été
découvertes dans les puits d'eau a travers le monde entier (Mosalaei Rad et al., 2022). Les engrais
chimiques qui sont utilisés dans I’agriculture ne sont pas tous absorbés par les racines des plantes, une
partie est soit accumulée dans les sols, soit elle s’infiltre dans les nappes souterraines (Djehiche,
guergouri, 2020). Un excédent d’azote avec un excédent de phosphore provoque une eutrophisation,

une asphyxie des milieux aquatiques.

Les engrais chimiques peuvent étre avantageusement remplacés par des engrais organiques d’origines
animales ou végétales, puisque ils ont I’avantage de renforcer la vie et la structure des sols et
d’atténuer notamment les risques d’érosion (Djehiche et Guergouri, 2020). L'agriculture durable vise
a lutter contre les espéces nuisibles sans avoir recours a des pesticides ; produits toxiques nocifs pour

la santé humaine et I'environnement naturel (Belén, 2023).

Lavoisier dans son théoréme rapporte que dans la nature : « Rien ne se perd, rien ne se crée, tout se
transforme ». De ce point de vue, nous avons initié une étude sur la valorisation des résidus de

chitine dans la fertilisation du sol destiné a la céréaliculture ainsi que dans la lutte biologique.



Chapitre 1: Les déchets

chitineux.
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Chapitre 1 : Déchets chitineux.

1.1. Chitine :

1.1.1. Définition et structure de chitine :

La chitine est le biopolymere le plus abondant dans la nature aprés la cellulose (Hassainia, 2018),
c'est le composant principal des exosquelettes, des arthropodes comme les crustacés et les insectes et
des parois cellulaires de champignons (Arbia, 2014). Sur le plan biochimique, la chitine est un
polymére composé d’unités saccharidiques de type N-acétyl-D-glucosamine (GlcNAc) liées en 3(1-4)
(Boufas, 2021). La chitine est insolubles dans de nombreux solvants, mais en présence des milieux
aqueux, ce produit une phénomene de gonflement de la molécule (Bornetet et Teissedre, 2005). Elle
est biodégradable en présence de I’enzyme de chitinase. La Chitine possede plusieurs propriétes,
notamment, des propriétés thérapeutiques, telles que le pouvoirs cicatrisant et immunostimulant
(Bornetetet Teissedre, 2005).

CH

Figure 1: Structure de la chitine (Arbia, 2014).

1.1.2. Historique de la chitine :

La chitine a été découverte en 1811 par une naturaliste francaise nommé Nancy Henri Braconnot, qui
a isolé des résidus impurs des parois cellulaires des champignons, et elle les a appelé «fongine» (Crini
etal., 2009).

En 1823, en étudiant la cuticule des coléoptéres, Odier isole le méme polymeére et le homme
«chitine» du mot grec « yurtav » signifiant tunique (manteau). En 1843, Lassen découvrit la présence
d'azote dans la chitine, alors qu'il travaillait sur I'exosquelette du papillon du ver a soie, Bombixmorii.
Par la suite, Lederhose en 1879 a identifié la glucosamine comme structure de la chitine, cette méme
constatation a été faite par Gilson en 1894 (Hassainia, 2018).

La production de chitine a commencé en 1920, mais la structure de ces biopolyméres n’a été
identifiée que 50 ans plus tard grace a la cristallographie et a la spectroscopie infrarouge. L'intérét
pour ce biopolymeére et ses dérivés comme le chitosane et les chito-oligopolysaccharides s'est accru

ces derniéres années en raison de leurs propriétés biologiques et physico-chimiques. La recherche sur
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la chitine a réellement commencé dans les années 30,et plus exiterme a partir des années 70 (Arbia,
2014).

1.1.3. Source de la chitine :

Dans le régne animal, la chitine est un composant structurel important des téguments de certains
invertébrés. Il existe uniquement sous forme de complexes contenant des protéines et des minéraux.
On le trouve principalement dans les coquilles des mollusques, dans les cuticules des insectes et dans
les coquilles des crustaces (zeroual et Kellali, 2019). La quantité de chitine dans ces déchets peut
varier de 20 % en poids sec pour certaines carcasses de crabe jusqu’a 40 % pour les crevettes brunes
(Ballouti et Hajdjilani, 2018 ). La chitine se retrouve dans les parois de la plupart des champignons
et de certaines algues chlorophycées. En plus de son role dans le maintien de la rigidité cellulaire, il

contribue au contrdle de la pression osmotique (Zeroual et Kellali, 2019).

Tableau 1: Source de chitine,

Végétaux | Champignon Annélides | Mollusques Arthopodes
inférieurs
Crustacés Arachnides | Insectes

Algues Levures Lombrique | Seiche Homards Scorpions Fourmis
Lichen Ascomycetes Sangsue pieuvre Crabes araignées Coléoperes

(classe)

Penicillium Crevettes

Blastocladiacés Langoustines

(famille)

chytridiacés krill

1.1.4. Production mondiale :

La chitine est extraite a partir de déchets de crustacés produits par les industries de conserves
alimentaires. En fait, ces industries sont nombreuses au Japon et aux Etats-Unis, et les stocks de
coquilles sont importants, notamment ceux du grand crabe arctique Paralithodes, le « crabe royal ».
La production mondiale de ces déchets est estimée a environ 500 000 tonnes/an (Jeuniaux et al,.
1990) . Cependant, l'utilisation de ce type de matiere premiere n'est pas sans inconvénients : plusieurs
auteurs ont constaté qu'il était difficile de contrbler les propriétés et les caractéristiques du chitosane
produit a partir de ces déchets, qui sont hétérogénes et de qualité variable. De plus, ils sont tres

chargeés en sels minéraux (CaCO3 : jusqu'a 80% du poids sec) (Jeuniaux et al, 1990).
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1.1.5. Utilisation de chitine :

1.1.5.1. Les applications agricoles :

La chitine est capable de stimuler les mécanismes de défense des plantes contre les infections et les
attaques parasitaires a trés faibles doses(Hassainia, 2018), 1’ajout de chitine a plusieurs fonctions,
notamment celle de retenir les nutriments dans le sol et de contribuer au cycle de 1’azote. En fait, la
chitine, en particulier, pourrait devenir a I’avenir un engrais et un pesticide naturel. L’utilisation de

biopesticides se développe et représente une alternative prometteuse (Arbia, 2014).

1.1.5.2. Les applications cosmétiques :

La chitine peut étre utilisée comme agent hydratant dans divers produits tels que les vernis a ongles,

les lotions pour le corps ou les crémes pour les mains (Rym, 2005).

1.1.5.3. Traitment des eaux usées :

Tableau 2: Traitement des eaux usées (Arabia 2014).

Application Utilisation spécifique

Traitement des | -Elimination /recuperation des ions métallique : cuivre(Cr?*),
gaux useé chrome(Cr*®), cadmuim, plomb(pb?*), Nickel(Ni?*), mercure,fer,argent,zinc,
cobalt,et I’arsenic.
-Elimination et fixation des colorants.
-Traitement et déshydratation des boues.

-Dénitrification biologique.

1.1.5.4. Le domaine agroalimentaire :

Dans l'industrie agroalimentaire, la chitine est utilisée d'une part pour désacidifier les extraits de café
et les jus de fruits ou de légumes, et d'autre part pour conserver les aliments grace a sa capacité a
immobiliser les cellules microbiennes ou fongiques. Gréce a sa propriété coagulante, la chitine peut
étre utilisee comme agent stabilisant de cellules microbiennes, animales ou végétales, d'enzymes, etc.,
par exemple pour filtrer les jus de fruits ou éliminer les composés phénoliques du vin (Hassainia ,
2018).
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1.1.5.5. Les domaines biomédicales :
Tableau 3: Les applications de la chitine dans le domaine biomédicales(Arabia 2014).

Application Utilisation spécifique
Biomédicale ° Biomédecine,brulure et cicatrisation
° Vecteur de médicament et de gene
° Peau artificielle, pharmacie
° Propriétés adjuvant (augmentation de I'immunité spécifique) et stimule

la production de cytokine

° En ophthalmologie comme collyre
° Regénération des nerfs
° Agent thérapeutique pour les tumeurs

1.2. Chitosane :

1.2.1. Définition et structure de la chitosane :

Le chitosane est un matériau biodégradable d'origine naturelle obtenu par la désacétylation de la
chitine présente dans I'exosquelette des crustacés (Truang et al., 2007), est un copolymére linéaire
flexible de 2-acétamido-2-déoxy-B-D-glucopyranose et 2-amino-2-déoxy-B-D-glucopyranose liés en

3 (1-4) (Boufas, 2021).

Figure 2:Structure chimique du chitosane (Benzerrouk,2013).

1.2.2. Historique du chitosane :

Le chitosane a été isolé et identifié pour la premiere fois sous le nom de « chitine modifiée » en 1859
par Roget qui, apres avoir soumis la chitine a un traitement primaire par une solution concentrée
d'’hydroxyde de potassium, a constaté que le produit ainsi obtenu avait des propriétés physiques et

chimiques complétement différentes de celles du chitine. Il a fallu attendre le siecle suivant (1934)

6
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pour que le procédé de fabrication du chitosane a partir de son origine naturelle, la chitine, soit décrit

par Rigby dans un brevet (Mansoura, 2007) .

1.2.3. Production mondiale du chitosane :
Le marcheé mondial du chitosane est segmenté en fonction de trois paramettres (The insight

partners ,2023) :

a) la qualité :Le segment de la qualité industrielle représentait une part importante ; qualité
industrielle, qualité alimentaire et qualité pharmaceutique.

b) la source : Crevettes, insectes, crabes et autres. Les crabes et les crevettes des grands fonds
sont les matiéres premiéres utilisées pour produire du chitosane synthétique.

C) Les applications : Traitement de 1’eau, aliments et boissons, biomédical, pharmaceutique,

cosmétique et autres.

1.2.4. Domains d’application de chitosane :

Tableau 4:Domaines d'applications du chitosane(Essabti, 2018).

Domaines D’application
Agriculture Enrobage des semences
Alimentation des volailles fertilisant
Alimentaire Additifs alimentaires(liant,émulisifiant,stabilisant...)
Clarification des boissons
Anticoaagulant
Biomédical ° Agent hémostatique
° Bactériostatique,spermicide
° Lentille cristalline(ophtalmologie)
° Membrane pour dialyse
° Capsules pour les relargage des medicaments
° Reducation du taux de cholesteérol
° Peaux artificielles
° Pansements
° Accélération de la cicatrisation des blessures
° Fils de suture chirugicaux biorésorbables
1.3.  Chitinase :
1.3.1. Définition :

Les chitinases sont des proteines de stress (protéine PR-3) qui ont une activité hydrolytique sur la
chitine présente dans la paroi de la plupart des champignons pathogénes. Plus précisément, les

7



Partie bibliographique
enzymes chitinase hydrolysent les liaisons B-(1-4) des résidus N-acétyl-B-D-glucosaminide présents

dans la chitine et la chitodextrine. Chez les plantes, les chitinases jouent un réle important dans le
mécanisme de défense contre les organismes contenant de la chitine, tels que les champignons

pathogénes (Bouhalit et Gouadjelia, 2015).

1.3.2. Utilisation de chitinase :

1.3.2.1. Gestion des déchets :
Les chitinases peuvent étre utilisées pour convertir la biomasse de chitine, c'est-a-dire les déchets

chitineux provenant d'organismes marins, en composants dépolymeérisés utiles plus simples, réduisant
ainsi la pollution de I'eau. Les chitooligoméres obtenus par I'action des chitinases ont un large éventail
d'applications biotechnologiques dans les industries biochimiques, alimentaires et chimiques diverses.
La chitinase peut également étre utilisée pour convertir les déchets de chitine en biofertilisants
(djebbari et Guemas, 2019) .

1.3.2.2. Agents de biocontrole :
La surexpression d'une combinaison de différents types de chitinases dans une plante génétiqguement

modifiée peut aider a combattre les champignons pathogenes, et la chitinase peut également étre
utilisée directement comme biocide contre divers champignons et insectes qui peuvent constituer une

alternative aux pesticides chimiques (Djebbari et Guemas, 2019).

1.3.2.3. Application médicale :
La chitinase est utilisée avec des médicaments antifongiques pour augmenter I'efficacité du traitement

des infections fongiques (Salli Roopavathi et al, 2015). La chitinases est également utilisée comme
additif dans les lotions pour la peau et les cremes antifongiques(Salli Roopavathi et al, 2015).
L'activité antifongique et la haute qualité biocompatible rendent la chitinase utile pour les

applications biomédicales, telles que la cicatrisation des plaies (Salli Roopavathi et al, 2015).

1.3.2.4. Applications diverses :
Les chitinases ont été exploitées pour isoler des protoplastes fongiques utilisés comme méthode

expérimentale pour étudier la synthése de la paroi cellulaire, la synthése et la sécrétion d'enzymes.

Eliminer la biomasse fongique présente dans le sol(Djebbari et Guemas 2019).

La chitinase est utilisée pour dégrader la paroi cellulaire fongique, ce qui permet Aspergillus niger de

libérer la tannase de la paroi cellulaire d’augmente ca production (Djebbari et Guemas 2019).



Chapitre 2 : Les
rhizobactéries favorisant la

croissance des plantes.



Partie Bibliographique

Chapitre 2 : Rhizobactéries favorisant la croissance des plantes.

11.1. Définition :
Les bactéries de la rhizosphére, connues sous le nom de RFCP ou PGPR( Plant Growth Promoting

Rhizobacteria), sont des bactéries favorisent la croissance et la santé des plantes. Le PGPR se divise
en deux grandes catégories : les substances stimulantes pour les plantes ( les phytostimulatrices ) et les

substances protectrices des végétaux (les phytoprotectrices) (Garcia et al., 2003).

Selon Beneduzi et al., (2012), Les PGPR ont un effet bénéfique sur la croissance des plantes en
utilisant & la fois des mécanismes directs et indirects. Les PGPR peuvent agir de différentes fagons
directs pour favoriser la croissance des plantes, notamment en fixant I'azote atmosphérique, en
libérant des minéraux essentiels tels que le phosphore (P), le zinc (Zn) et le fer (Fe), ainsi qu'en
produisant des phytohormones. Néanmoins, les PGPR jouent un réle indirect dans la lutte biologique
contre les agents pathogénes en synthétisant de I'ACC-désaminase, des sidérophores, des
antibiotiques, des enzymes lytiques et induisent a la fois une résistance systémique (ISR) ainsi qu'une

résistance aux stress abiotique

11.2.  Historique :

Le terme PGPR a ét¢é introduit pour la premicre fois a la fin des années 1970, lorsqu’il a été démontré
par Kloepper et Schroth, que des souches pseudomonas fluorescens ont amélioré le rendment des
cultures de pommes de terre en produisant des sidérophores et des chélateurs de fer, privant les

bactéries pathogénes indigénes de fer (Garcia et al., 2003).

11.3. Différentes genres des PGPR :

11.3.1. Azospirillum :

Le genre Azospirillum sont des bactéries a gram négatif, en forme de batonnet incurvé, qui peuvent
fixer I’azote dans des conditions de vie libre ou en association avec des graminées ( De Zamaroczy et
al., 1993) . Par adhésions, ce genre peut coloniser la surface racinaire ou les espaces intercellulaires
des racines des plantes hote. Ce groupe de rhizobactéries libres comprend dix especes: Azospirillum
lipoferum et Azospirillum brasilense, Azospirillum amazonense, Azospirillum halopraeferens,
Azospirillum irakene, Azospirillum largimobile, Azospirillum doebereinerae, Azospirillum oryzae,
Azospirillum melinis et plus récemment Azospirillum canadensis,chacune classée selon ses

caractéristiques biochimiques et moléculaires particuliéres (Bashan et al., 2004).
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11.3.2. Rhizobia :

Les Rhizobiums, ou rhizobia, sont des bactéries aérobies du sol appartenant a la famille des
Rhizobiaceae(Sahgal et Johri, 2006). Ces bactéries sont capables de former une association
symbiotique qui fixe I'azote avec des plantes de la famille des légumineuses. Cette symbiose se traduit
par la formation sur les racines de la plante hote des nodules (nodosités). Les nodosités sont le lieu
d’une activité symbiotique : la plante fournit les substances carbonées aux bactéries, tandis que les
bactéries fournissent a la plante les substances azotées synthétisées a partir de 1’azote atmosphérique

(Downie, 2005).

L'inoculation par Rhizobium sp, conduit a une amélioration la croissance, le rendement et le nombre
de nodules formé au niveau des racines par rapport aux plantes non inoculées. Parallélement a leur
activité bénéfique de fixation d’azote avec les 1égumineuses, les Rhizobium sont capables d’optimiser
la nutrition des plantes par la mobilisation du phosphate organiques et inorganiques (Akhtar et
Siddiqui, 2009).

11.3.3. Bacillus :

Les Bacillus font partie du genre de bactéries a Gram positif appartenant a la famille des Bacillaceae,
I’ordre des Bacillales, la classe des Bacilli. Ces bactéries sont capables de produire des endospores
leur permettant de résister a des conditions environnementales défavorables. C'est le groupe le plus
abondant dans la rhizosphére. L'activité PGPR de certaines de ces souches a été connue depuis
plusieurs années (Probanza et al. 2002). Elles sont potentiellement utiles comme agents de lutte
biologique (Nagdrska et al., 2007). lls peuvent dissoudre le phosphate, fabriquer de I'AlA, du

séderophore et agir comme antifongique (Charest et al., 2005).

11.3.4. Pseudomonades :

Les Pseudomonas et plus précisément les Pseudomonas fluorescenes sont des bactéries partout
présentes, trouvées souvent dans les sols, classées comme étant les meilleurs candidats PGPR
(Saharan et Nohra, 2011). Les effets bénéfiques de la bactérisation des graines sont constatés lors de
I'inoculation des graines de pomme de terre (Solanum tuberosum) par Pseudomona fluorescens et
Pseudomonas putida (Laradj zazou, 2017).

Alabouvette et al., (1993) ont montré que lors de l'utilisation de souches non pathogénes Fusarium
oxusporum, combinée avec Pseudomonas fluorescens et Pseudomonas putida se manifestent comme
principales candidates de contrdle biologique du flétrissement fusarien, avec une application

bénéfique pour la suppression des fusarioses chez plusieurs espéces des plantes.
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1.4, Mode d’action des PGPR :

Les méthodes d'action du PGPR sont regroupées en deux modes: direct et indirect. Malgré que La
différence entre les deux n'est pas toujours évidente. Les mécanismes directs sont ceux qui se
produisent a I’intérieur des plantes et influencent directement la nutrition, le métabolisme et son
développement, alors que les mécanismes indirects, en général, sont ceux qui ils sont produits a
I'extérieur des plantes et affectent particulierement tout ce qui touche au bio-contrdle. Les processus
de biofertilisation (nutrition de la plante) et de biostimulation (production de phytohormones pour la
croissance) font partie des mécanismes directs. Procédés de biocontrole (production de métabolites
antifongiques, production de composés volatils...); ils forment des mécanismes indirects, parce qu'ils
assurent un environnement sain pour la croissance des plantes, ce qui en assure une bon

développement (Amour, 2018).

Ces différents mécanismes d’actions peuvent tous contribuer a un meilleur développement de la plante

et a une amélioration du rendement.

11.4.1. Mode d’action direct :
Les PGPR participent a augmenter la disponibilité des nutriments et des phytohormones dans la
rhizosphere, ceci stimule directement le développement et la croissance de la plante, les mécanismes

les plus important sont cités ci-dessous :

11.4.1.1. Fixation de ’azote :

L’Azote est un élément indispensable du systéme vivant qui est nécessaire pour la synthése des acides
nucléiques et des protéines. Les rhizobactéries du sol ont la capacité de fixer I'azote atmosphérique et
faciliter son assimilation et son utilisation par les plantes sous forme d'ammoniac dans le processus de
fixation de l'azote. Les PGPR sont capables de fixer I'azote de maniéere symbiotique (Azotobacter spp.,
Bacillus spp., etc.) et d’une fagon non symbiotique (diazotrophes libres, Azospirillum). chez les
plantes lIégumineuses la fixation de I'azote est aidée par les rhizobiums qui permet une changement
important de bactéroide libre en bactéroide fixateur d'azote vivant dans les nodules racinaires.
L'inoculation commerciale de ces micro-organismes rhizosphériques a confirmé son efficacité dans
I'augmentation de la formation de nodosités et dans I’augmentation du rendement des cultures (Bhat

et al., 2023).

11.4.1.2. Solubilisation de phosphore :

A coté de l'azote (N) et du potassium (K), le phosphore (P) est considéré comme I'un des composants
essentiels de la vie végétale et animale, car il est un élément largement répandu dans la nature. Le
phosphore a un réle important dans le métabolisme de la plante, et il est 1‘'un des éléments nutritifs
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essentiels pour la croissance et le développement des végétaux. Pourtant, le phosphore se trouve dans

une forme non disponible pour la plante, il reste donc de le mobiliser dans le sol (Qureshi et al.,
2012). Le phosphore est absorbé principalement pendant la croissance végétale et, par la suite, la
majeure partie du phosphore absorbée est transférée dans les fruits et les graines pendant les étapes de
reproduction. Toutefois, les plantes manquant de phosphore montrent un ralentissement de la
croissance (réduction de la croissance des cellules et des feuilles, perturbation de la respiration et de la
photosynthése) (FAO., 2004).

Les bactéries solubilisatrices de phosphates (BSP) utilisent plusieurs stratégies pour convertir le
phosphore insoluble en forme solubles, aidant ainsi les plantes a absorber cet élément nutritif

essentiel, et ¢’est ce que montre la figure 3.

EPS produced by PSB hold free P from

insoluble phosphate in the medium / ' ‘ \ (organic P compounds)
L Exo-polysaccharides V P Assimilation ' I
)
Phytases -5, Inorganic Acids
Q
L = |

Mineralization of organic P H' exeretion accompanying
by bactenal enzymes ' the decrease in pH

- .
\ % / I
Acid Phosphatases ¢4' vos H', (H"+ NH,"),
< 9 peotv (NH, - N), HiCOy, HoS
b}

Organic Acids

Indirect dissolution of C'a-P compounds

Exeretion of organic acids which chelate mineral
ions or drop the pH to bring P into solution

Figure 3:Mécanismes d'action des bactéries solubilisant les phosphates (Khan et al.,2009).

11.4.1.3. Production de phyto hormone :
Un nombre important de microorganismes trouvés dans la rhizosphére est capable de produire des

substances qui régulent la croissance et I'évolution des plantes. Les rhizobactéries stimulant la
croissance des plantes et produisent des phytohormones telles que les auxines, les cytokines, les
gibbérellines et I'éthylene, ce qui affecte la prolifération cellulaire dans l'architecture racinaire par la
surproduction de racines latérales et de racines avec un accroissement subséquent de l'apport

d'élements nutritifs et d'eau (Arora, 2013).
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11.4.2. Mode d’action indirect :
Les PGPR agissent comme promoteurs de croissance des plantes de maniére indirecte en utilisant

leurs propriétés de biocontrole et en stimulant la résistance systémique des plantes contre les
phytopathogénes. Ces organismes favorisant la croissance des plantes déploient diverses stratégies de
lutte biologique, notamment (Jeyanthi et al., 2018):

1. La production d’antibiotiques.

2. Sécrétion de sidérophores permettant I'absorption du fer privant les agents pathogénes fongiques a
proximité.

3. Production d'enzymes lytiques telles que la chitinase, 1'a-1, 3 glucanase, la protéase et la lipase
qui lysent les parois cellulaires pathogénes fongiques et bactériennes.

4. Induit une résistance systémique chez les plantes par les métabolites.

11.4.1.1. Production des antibiotiques :
Les microorganismes telluriques produisent des antibiotiques qui sont des éléments clés pour la vie

dans un environnement aussi concurrentiel que la rhizosphere. La production des antibiotiques est un
facteur crucial de compétitivité des microorganismes aux autres communautés microbiennes. C’est un
critere de performance pour favoriser indirectement la croissance végétale. Il consiste a contrer les
agents phytopathogénes présents dans le sol. La sélection des souches rhizobactériennes performantes
pour la production des antibiotiques doit tenir compte de 1’influence du stade de développement de la

plante a inoculer et les conditions environnementales de sa rhizosphére (Kirdi et Zermane, 2010).

11.4.1.2. Enzymes lytiques :
Le PGPR produit de nombreuses enzymes hydrolytiques dont les plantes bénéficient. Les enzymes

extracellulaires telles que les cellulases, les lipases, les protéases et les chitinases jouent un rdle
important dans le contréle biologique (Markovich et al., 2003). Ces enzymes hydrolytiques peuvent
dégrader une variété de déchets végétaux et autres déchets présents dans le sol, convertissant ces
déchets de molécules complexes en molécules plus simples, telles que les déchets de cellulose qui
sont dégradés parles les cellulases,de plus elle permet la lyse des parois cellulaires fongiques
(Mabood et al., 2014).I’'mportance de la -1,3-glucanase pour l'activité de biocontrole de la souche
Lysobacter enzymogenes contre la tache bipolaire induite par Phytium sp. Ces propriétés protégent les
plantes des maladies. Les chitinases produites par les champignons parasites et les espéces de
Trichoderma exercent des effets de contréle biologique sur Rosellinia necatrix et d'autres organismes
végetaux (Harman et al., 2004). Les PGPR jouent un réle important grace a l'action de multiples
enzymes lytiques qui les protegent contre les facteurs de stress biotiques et abiotiques causes par
Phytophthora, Rhizoctonia solani et Pythium ultima(Nadeem et al., 2013). L'agent de biocontrdle
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PGPR induit la lyse des parois cellulaires fongiques en produisant des enzymes telles que la chitinase,

la cellulose, la $-1,3 glucanase, la protéase ou la lipase (Chet et al., 1994).

11.4.1.3. Compétition dans la rhizosphére :

En plus de leur compétitivité par rapport aux autres populations microbiennes présentes dans la
rhizosphére, les PGPR démontrent une capacité a occuper efficacement I'espace et a exploiter les
ressources nutritionnelles disponibles dans cet environnement. Cette aptitude leur permet de
contribuer a la réduction des phytopathogenes du sol par le biais de la compétition (Lemanceau
1992; Lucy et al., 2004). La competitivité des PGPR est considérablement renforcée lorsqu'elles
possédent des capacités particulieres pour assimiler des nutriments spécifiques ou inhiber leur
assimilation par d'autres microorganismes (Kempf et Wolf, 1989). Par exemple, certaines souches
de Streptomycétes et d'Actinomycétales parviennent a s'établir dans la rhizosphére en capturant le fer
disponible (Tokala et al., 2002). En revanche, d'autres souches sont capables de produire des
enzymes extracellulaires qui facilitent l'utilisation de composés organiques comme sources d'énergie

ou qui dégradent les phytotoxines (Mccarthy et Williams, 1992).

11.4.1.4. Résistances systémique induite (ISR) :

La reconnaissance par les plantes de certaines bactéries de la rhizosphere conduit a une réponse
immunitaire, lui permettant de mieux se protéger contre les micro-organismes pathogeénes.
L’immunité de cette plante s’appelle ISR. La résistance systémique induite est une forme de
résistances stimulées par les PGPR, car elles peuvent induire des effets indirects pour sensibiliser les
plantes afain de se protéger contre les attaques microbiennes. L’ISR peut étre induite par divers
micro-organismes & Gram positif ou des bactéries a Gram négatif telles que Bacillus et Pseudomonas
(Emmanuel et al., 2008).

11.5.  Caractéristique d’une PGPR idéal :

Une souche rhizobactérienne est considérée comme une PGPR supposée si elle possede des
caracteres spécifiques favorisant la croissance des plantes et peut améliorer la croissance des plantes

lors de I’inoculation. Une souche PGPR idéale doit remplir les criteres suivants (Basu et al., 2021) :

1. Elle devrait étre hautement rhizosphere-compétent et respectueuse de 1’environnement

N

Elle devrait coloniser les racines des plantes en nombre significatif lors de I’inoculation.

Elle devrait pouvoir favoriser la croissance des plantes.
Elle devrait présenter un large éventail d’actions.

Elle devrait étre compatible avec d’autres bactéries de la rhizosphere.

o g k~ w

Elle devrait étre tolérante des facteurs physico-chimiques comme la chaleur, la dessiccation, les
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radiations, et oxydant.
7. Elle devrait démontrer de meilleures compétences concurrentielles sur les communautés

rhizobactériennes existantes.

11.6. Effet des PGPR sur la croissance végétale :

Les effets bénéfiques des rhizobactéries sur la croissance végétale résultent :

11.6.1. Rendment :
L’amélioration de la productivité agricole est essentielle et importante, les applications du PGRR

sont les pratiques les plus fiables pour améliorer le rendement des cultures (Lee et al., 2008)

11.6.2. Enracinement des boutures :

Plusieurs élémentes physiologiques et environnementaux exercent une influence a la formation des
racines, les traitements exogénes des boutures étant particulierement importants (Couvillon 1998).
L’utilisation des PGPR comme Azospirillum. rubi, Bacilllus. subtilis, Bacilllus. gladii, P
Pseudomonas. putida, Bacilllus. megaterium, Bacilllus. simplex, Pseudomonas. polymyxa, et
Comamonas acidovorans ont montré leur efficacité a obtenir des pourcentages élevés
d’enracinement des kiwis (Ercisli et al., 2003), des roses, de la pistache, du thé, et de la menthe
(Kaymak et al., 2008).

11.6.3. Absorption des nutriments :

Les PGPR sont considérées comme une composante pour le maintien de la nutrition adéquate des
plantes. Les PGPR pourraient favoriser 1’absorption des nutriments, réduire ainsi la nécessité de
I’apport d’engrais et prévenir ’accumulation de nitrates et de phosphates dans les sols agricoles
(Yang et al., 2009). Le phosphore et I'azote sont les nutriments majeur-clé limitant la croissance des
plantes (Kumar ,1999). En outre, certaines PGPR améliorent I’absorption de ces éléments nutritifs
en favorisant le développement des racines par la production de phytohormones (Mantelin, 2004 ;
Kloepper et al., 2007).
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Chapitre 3 : BIé.

I11.1. Définition :
Les céréales d'origine orientale sont essentielles a I'alimentation humaine en tant que source de

protéines et d'énergie. Auparavant, le terme « blé » désignait toutes les céréales comestibles, mais les
romains ont introduit le terme « blé » pour désigner spécifiqguement le blé utilisé dans la fabrication du
pain. Plus tard, le terme « blé » est redevenu populaire, car les céréales telles que le riz, I'orge et le blé
étaient initialement consommeées sous forme de grains entiers avant d'étre cultivées pour étre utilisées

comme céréales moulues dans I'alimentation humaine (Armand et germain, 1992).

Le bl¢é est aujourd’hui la céréale la plus cultivée et la plus consommée au monde. 11 a été domestiqué
au moyen-orient a partir d'une herbe sauvage il y a environ 10 000 ans. Il existe actuellement environ
30 000 formes cultivées, ce qui a fait que la production mondiale a vu une croissante fulgurante ainsi
que les échanges internationaux ont fait que le blé soit l'une des principales composantes de

I'économie mondiale (Ait-Slimane-Ait-Kaki, 2008).

I11.2. Origine :
La plupart des recherches archéologiques confirment que I'origine du blé se situe dans les régions du

croissant fertile. Le blé est arrivé en europe occidentale dés 1’an 5000 avant J-C. En méme temps, elle
est diffusée en Asie et en Afrique. Mais son introduction en Amérique, notamment le blé tendre
(Triticum aestivum L.), est beaucoup plus récente, survenue en 1529 par les espagnols au mexique.
Quant a l'australie, son introduction s'est produite en 1788 par les anglais, a partir des pools génétiques
européens (Bachiri , 2020).

111.3. Classification botanique :
Tableau 5: Classification botanique de blé (Morsli, 2010).

Embranchment Spermaphytes
Sous-embranchement Angiosperme

Classe Monocotylédones

ordre Poales

Sous ordre Commélinifléorale
Famille Gramminacéae ou poaceéae

I11.4. Structure et composition de la graine de ble:

111.4.1. Structure histologique de la graine de blé dur:
Les graines de blé sont des fruits d’une forme ovale appelés caryopse, ils présentent une rainure
longitudinale sur une de ses faces. L’extrémité opposée de ’embryon est constituée des touffes de

poils « en brosse ».
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Le caryopse se forme de 03 parties:

111.4.1.1. Les enveloppes:

Selon Godon et Willem (1991), les enveloppes conférent un son a la semoule, variant en épaisseur et

composeées de trois groupes d'intégrations soudées :
La coquille de fruit se compose de trois couches de cellules:
- Epicarpe, protége par la cuticule et les poils.
- Mésocarpe, formé de cellules transversales.

- Endocarpe, constitué par des cellules tubulaires.

111.4.1.2. L’albumen :

principalementt féculent et vitreux dans le blé dur, cette couche est riche en protéines, lipides,
pentosanes, hémicelluloses et minéraux, ce qui la rend importante sur le plan nutritionnel et dans le

processus de réforme alimentaire (Godon et Willm, 1991).

111.4.1.3. L’embryon :

Selon Godon et Willem (1991), le feetus comprend :
-Le cotylédon unique ou scutellum est riche en graisses et en protéines.
-La racine embryonnaire protégée par le célon.

-La gemmule contient un nombre variable de feuilles visibles, chacune enfermée dans un étui

protecteur.

Figure 4 :Coupe longitudinale présentant les constituants de graine de blé dur(Paul, 2007).
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111.4.2. Composition globale de graine :

Tableau 6: Composition globale de graine(Morsli, 2010).

Amidon glucide Protéine Lipide Cellulose et | Sels minéraux
hémicellulose
75,6 (+5) 14,5 (+4) 14,5 (+4) 5,7 (+1) 5,7 (+1)

I11.5. Les principales maladies du blé :

Tableau 7: Les principales maladies du blé(Ezzahiri , 2001).

Mode de conservation

Agents pathogens

Maladies

Sol

Fusarium culmorum
Fusarium graminearum

Cochliobolus sativus

Pourritures racinaires

Urocystis agropirii

Charbon foliaire

Semence Ustilago nuda Charbon nu
Tilletia caries Carie commune
Septoria nodorum Septorioses des épis
(Glume Blotch)
Chaumes Erysiphe graminis f.sp. Oidium

Tritici

Septoria tritici

Septoriose des feuilles (leaf
blotch)

Septoria nodorum

Septoriose des épis (Glume
blotch)

Pyrenophora tritici-repentis

Tache bronzée

Feuilles +hotes alternatifs Puccinia triticina Rouille brune
Repousses des plantes hotes Puccinia graminis f.sp.tritici Rouille noire
Puccinia striiformis Rouille jaune
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Chapitre 4 : Biopesticides et bioengrais.

IV.1. Biopesticides.

1V.1.1. Définition :
Les biopesticides sont des organismes vivants, ou des produits qui en dérivent, qui ont la capacité de
supprimer ou de réduire les ravageurs. Les agriculteurs utilisent des biopesticides depuis des siecles et

ces produits offrent de nombreux avantages (Jovana , 2013).

IV.1.2. Classification des biopesticides :

Les biopesticides peuvent étre classes en trois catégories principales, en fonction de leurs
caractéristiques nature: biopesticides microbiens, biopesticides végétaux, biopesticides animaux
(Deravel et al., 2013).

1V.1.3. Biopesticides d’origine microbienne :

Cette classe comprend les bactéries, les champignons, oomyceétes, les virus et les protozoaires.
L’efficacité d’un grand nombre d’entre eux dépend de substances actives issues de micro-organismes.
En principe, ce sont ces substances actives qui agissent contre 1’agresseur biologique plutot que contre

le micro-organisme lui-méme (Jovana, 2013).

1vV.1.3.1. Les bactéries :

Les biopesticides a base de Bacillus thuringiensis sont en effet largement utilisés pour leur action
insecticide, grace aux protéines cristallines qu'ils produisent. D'autres espéces de Bacillus, comme
Bacillus licheniformis, Bacillus amyloliquefaciens et Bacillus subtilis, utilisent des mécanismes
différents pour protéger les plantes. Par exemple, Bacillus amyloliquefaciens et Bacillus subtilis
peuvent coloniser les racines et produire des molécules lipopeptidiques telles que les surfactines, les
iturines et les fengycines, qui peuvent activer les défenses des plantes ou avoir des effets

antibactériens ou antifongiques directs (Deravel et al., 2013).

1VV.1.3.2. Les virus :

Les Baculoviridae sont des virus a ADN double brin circulaire, avec un genome de 100 a 180 kb,
enveloppés dans une capside protéique. lls infectent les arthropodes ou les larves d'insectes sans poser
de risque pour la santé des vertébrés ou des plantes. Leur potentiel bioinsecticide est notable car ils
peuvent éliminer leur hdte en quelques jours. 1ls sont classés en fonction de la morphologie de I'héte
infecté, comme les granulovirus, tels que Cydia pomonella granulosis, trouvés dans des granules

ovales, et les nucléopolyhédrovirus, comme Helicovirpa zea (HZNPV) et Spodoptera exigua
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nucleopolyhedrosis, contenus dans des polyédres de différentes formes (ronde, cubique, hexagonale)
(Chen et al., 2002).

1V.1.3.3. Les champignons :
Plusieurs souches de champignons filamenteux du genre Trichoderma spp. Utilisé pour la protection

biologique des plantes. Ils ont généralement une activité antifongique contre de nombreux pathogenes
du sol ou contre les pathogenes foliaires (Dodd et al., 2003). Trichoderma atroviride est notamment
utilisé pour la protection biologique de la vigne (Longa et al., 2009). L’activité de biocontrdle de cette
souche est attribuée a plusieurs mécanismes d’action qui fonctionnent en synergie. Parmi ces
mécanismes d’action figurent la compétition pour les nutriments, les antibiotiques ou encore la
production d’enzymes spécifiques de dégradation de la paroi cellulaire comme les chitinases ou les

protéases (Brunner et al., 2005).

1V.1.4. Biopesticides d’origine végétale :
Les plantes produisent effectivement une variété de substances actives aux propriétés insecticides,

antiseptiques et de régulation de la croissance. L'huile de neem, extraite des graines d'Azadirachta
indica, est l'un des biopesticides d'origine végétale les plus utilisés. Les molécules comme
I'azadirachtine, la nimbidine, la nimbidinine, la solanine, le déacétylazadirchtinol et le méliantriol
présentes dans I'huile de neem sont biologiquement actives. L'azadirachtine, principale composante de
I'huile de neem, perturbe la morphogenése et le développement embryonnaire des insectes (Deravel
etal., 2013).

1V.1.5. Biopesticides d’origine animaux :

Les biocides d’origine animale sont des signaux chimiques produits par un organisme qui modifient le
comportement d’individus de la méme espece ou d’une espece différente, et sont également
répertoriés sous le nom de semi-chimiques ». Les produits sémiochimiques ne sont pas des «
insecticides » au sens strict du terme. En fait, non seulement elles provoqueront la mort des agresseurs
biologiques, mais elles créerent plut6t la confusion parmi eux. Cette confusion les empéchera de se
propager dans la zone traitée. Les phéromones d’insectes sont de bons exemples de molécules semi-
chimiques utilisées comme alternative a 1’utilisation d’insecticides. Ce sont de petites molécules que
les insectes produisent naturellement et qui sont détectées dans les antennes de leurs congéneres. Ces
molécules peuvent étre éphémeéres ou persistantes, mais dans tous les cas elles transmettent un
message. lls peuvent marquer un territoire, avertir de la disponibilité de nourriture ou servir de signal
d’accouplement. Les phéromones d’insectes sont largement utilisées pour réduire les insectes
nuisibles par des techniques de piégeage ou de confusion sexuelle et pour surveiller leur nombre
(Jovana, 2013).
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IVV.1.6. Avantages et inconvénients des biopesticides :

1V.1.6.1. Avantages :

Selon (Meksem, 2018) les biopesticides présentent plusieurs avantages, notamment :
-Restreindre ou ¢liminer ’utilisation d’insecticides chimiques

- IIs sont favorisés lors d’une utilisation en serre

- lls diminuent les risques de développer de la résistance

- lls sont favorisés par le nombre restreint d’insecticides homologués en serre

- ils ont une plus grande spécificité d’action

- ils améliorent la qualité de vie des travailleurs agricoles

- les fruits issus de la cultures biologiques sont mieux prises par les consommateurs .

-Dégradation rapide des biopesticides, diminuant les risques de pollution. Les biocides, tels que le
pyréthre, un insecticide extrait de la plante Tanacetum cinerariaefolium, ont une action rapide, une

faible toxicité contre les mammiferes et une faible persistance aprés application (Silverio et al., 2009).

VI1.1.6.2. Les inconvénients :

Certains avantages environnementaux des biopesticides, comme leur mangue de persistance ou le fait
que le produit est efficace contre un faible nombre de ravageurs, peuvent étre considérés comme des
inconvénients. En fait, ces deux caractéristiques environnementales, combinées a leur activité
dépendant souvent des conditions climatiques et environnementales, rendent les biopesticides moins
efficaces que leurs homologues chimiques. Certains professionnels agricoles estiment que les
biopesticides ne leur conviennent pas car pas assez efficaces. Ce dernier évalue les résultats a court
terme du biocide, comme s’il s’agissait d’une alternative aux produits phytosanitaires chimiques.
Cependant, la mise en ceuvre et I’efficacité de la lutte biologique doivent étre évaluées dans le temps

(Popp et al., 2013).

IV.2. Bioengrais (les biofértilisant) :

1V.2.1. Définition :

Les biofertilisants sont des solutions contenant des micro-organismes, appliquées au sol ou
directement sur les plantes, dans le but de remplacer en partie ou totalement les engrais chimiques,
contribuant ainsi a réduire la pollution résultant de l'utilisation de produits agrochimiques (zuang
,1982). Les micro-organismes utilisés dans les biofertilisants sont généralement classés en deux
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catégories distinctes. Le premier groupe comprend ceux qui ont la capacité de synthétiser des

substances favorisant la croissance des plantes, de fixer l'azote atmosphérique, de solubiliser des
composés tels que le fer et le phosphore inorganique, ainsi que d'améliorer la résistance des plantes au
stress causé par des facteurs tels que la sécheresse, la salinité, les métaux lourds et les pesticides. Le
second groupe est constitué de micro-organismes capables de réduire ou de prévenir les effets néfastes
des agents pathogénes. Certains micro-organismes peuvent appartenir aux deux groupes, en stimulant

la croissance des plantes tout en inhibant les effets des organismes pathogenes (Faessel et al., 2015).

IV.2.2.comparaison entre les engrais chimiques et les biofertilisants:

Tableau 8 : La différence entre les fertilisants chimiques et les biofertilisants (Laouedj,2020).

Les biofertilisants

Les fertilisants chimiques

Dans le sol, des millions d’espéces d’organismes
vivants agissent chaque jour comme une véritable
"usine de la vie". lls fournissent aux plantes des
leur

nutriments assimilables, favorisant ainsi

développement. Les agriculteurs ancestraux
appliquaient déja ces principes pour éviter
I'appauvrissement des sols et augmenter la teneur
en matiére organique, en pratiquant la rotation
des cultures ou

les jachéres. Les produits

biofertilisants s'inspirent de ces méthodes : ils
favorisent les micro-organismes bénéfiques pour
la vie du sol et des cultures, tout en respectant la

flore existante.

Il est essentiel de réintégrer les biofertilisants au

ceeur de votre mode d’agriculture, car ils
constituent des alternatives aussi efficaces, voire
meilleures. Ils présentent des avantages tant sur
le plan environnemental que pour le bien-étre des

individus.

Les fertilisants chimiques sont trés dangereux
de

la santé humaine.

pour la qualité I’environnement, la

biodiversité et Certains

contiennent des concentrations élevées d'acides,

comme  l'acide  sulfurique et  [l'acide
chlorhydrique, qui détruisent les bactéries
fixatrices d’azote, essentielles pour fournir

I’azote aux plantes en croissance. Ainsi, la
de de

dans le est

premiére  conséquence ’utilisation

fertilisants  chimiques jardin

I’appauvrissement du sol.

Certains éléments des fertilisants chimiques sont
trés polluants et se retrouvent directement dans
les cours d’eau. En effet, les substances non
assimilées par les plantes sont emportées par les
pluies et se déversent dans notre environnement.
Ainsi, en raison de leurs produits chimiques
nocifs, les engrais chimiques ont un impact a la

fois écologique et sur notre santé.
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1V.2.3. Les intéréts des biofértilisants :

Beaucoup d'agriculteurs s'engagent dans une agriculture respectueuse de I'environnement. Afin de
réussir leurs cultures, ils ont recours & des solutions alternatives, telles que les biofertilisants, qui

offrent de nombreux avantages :

° Amélioration de 1’état nutritionnel des cultures

° Meilleure structuration des sols

° Production de molécules bénéfiques au développement de la plante

° Meilleure résistance aux stress abiotiques

° Rendre les plantes plus actives

° Amélioration de la qualité du sol et du rendement en vue de cultiver des légumes et des

fruits de bonne qualité.

° Stimuler les processus naturels pour améliorer 1’absorption des nutriments

° Permet d’apporter une réponse concréte aux enjeux actuels, et constitue une
° Alternative naturelle a I’utilisation d’engrais chimiques,

° Stimuler la croissance des plantes, ils agissent notamment sur les réserves de

nutriments immobilisés dans le sol.

° Répondre aux contraintes environnementales

° Stimuler le potentiel nutritif du sol

° Conserver la rentabilité de votre exploitation (Demoulain et leymergie, 2009 ; mohanty et
al., 2013).

IV.2.4. Les inconvénients des biofértilisants :

° Les biofertilisants nécessitent des soins particuliers pour étre stockés a long terme, car ils sont
vivants.

° lls doivent étre utilisés avant leur date limite d'utilisation. Si d'autres micro-organismes se

retrouvent dans le milieu de support, ou si les producteurs utilisent la mauvaise souche, ils ne sont pas
aussi efficaces.

° Il est crucial que le sol contienne des nutriments adéquats pour permettre aux organismes de
biofertilisation de prospérer et de se développer.

° Les biofertilisants viennent compléter d'autres engrais, mais ils ne peuvent pas les substituer
complétement.

) Les biofertilisants diminuent leur efficacité si le sol est trop chaud ou sec.

° La croissance réussie des micro-organismes bénéfiques est également entravée par des sols
excessivement acides ou alcalins, ce qui les rend moins efficaces s'ils contiennent trop d'ennemis

microbiologiques(Bossy,2013).
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Chapitre 5 :Matériel et méthodes.

V.1. Matériel :

Notre travail a été réalisé au niveau du laboratoire de microbiologie de I’université Djilali Bounaama

Khemis miliana.

V.1.1. Matériel utilisé :

Appareillage :

° pH métre (CRISON).
° Microscope optique (ZEISS).

V.1.2. Matériel biologique :

Tableau 9: Matériel biologique.

Déchets chitineux

Origine

Carapace de

crevettes

Poissonnerie, traiteur Khemis Miliana

V.1.3. Matériel végétal :

Tableau 10 : Matériel végétal.

Espace Blé dur
Variété Oued bard
Catégorie R1

Année de récolte Juin2023

Source

CCLS khemis miliana
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V.1.4. Source desol :

Tableau 11: Caractéristiques du sol utilisé.

Localisation Région de Bourajaa , Tarek
Ibn Ziad ,Ain Defla.

Texture Limoneux

pH 9.04

Utilisation on actuelle

Agricole (cultivé en blé)

Humidité

Humide

Pesticides (présence)

Oui

V.1.5. Milieux de culture :

Tableau 12: La composition chimique des milieux de culture utilisés.

Milieux de culture

Compositions chimique

Pour les champignons

PDA

250g de pomme de
coupées en petits morceaux
1000 ml d’eau distillée

30 g d’agar

terre

pour les bacteries

GN

5 g de peptone

3 g d’extrait de beeuf
1000 ml d’eau distillée
30 g d’agar

CA

1 7.de chitine
extrait de sol
15 g/L d’agar
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V.1.6. Matériel fongique :

Le prélevement a été réalisé au sein de l'université (la ferme d'expérimentation).

Des feuilles de blé suspectes d’étre infectées ont été désinfectées par I’eau de javel, et a ’aide d’un

bistouri et une pince stérile on les a mis sur milieu PDA pour enfin les mettre dans 1’étuve a 25 °C
pendant 3 jours.

Figure 5:Les feuilles de blé infecté,
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V.2. Meéthodes :

V.2.1. Prétraitement des carapaces :

Aprés avoir éliminé la partie molle des crevettes, la téte et la carapace sont lavées avec de I’eau de

robinet, ensuite séchées a une température ambiante avant d’étre broyés mécaniquement.

Lavage

Crevettes fraiches Carapaces de crevettes

<:| Séchage
Broyage

[ Poudre des déchets chitineux ]

Figure 6:Prétraitement des carapaces de crevettes (Aizi et Cheba ,2014),

V.2.2. Effet biofértilisant des déchets chitineux :

Nous avons procédé a sept mélanges (déchets chitineux/sol) a des concentrations différentes
(Poid/Poid) dans des pots contenant 10 graines de blé dans chaque pot, plus un pot contient
uniquement de 100g de sol et 10g graines de blé, a été utilisé comme témoin. Les modifications de la
microflore et du pH ont été évaluées tous les 5 jours pendant 20 jours (4 fois), comme le montrent le
tableau 13 et la figure 7.
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Tableau 13: Concentration des mélanges déchets chitineux/sol dans chaque pot.

Figure 7:Concentration des élanges déchets chitineux/sol dans chaque pot.

Test0 | Testl Test2 Test3 Test4 TestS Test6 Test7
Quantitéde |0 0.6 1.2 1.8 2.4 3.0 3.6 4.2
déchets
chitineux(g)

V.2.3. Dilution de I’échantillon :
Afin de réaliser une dilution décimale, 10 g de notre échantillon de sol a été ajouté a 90 ml d’eau

physiologique (solution mére).

V.2.4. Isolement des microorganismes :
0,1 ml de la dilution 107 a été ensemencé en surface sur le milieu (GN), incubées a 37°C a pendant
72h, et 0,1 ml de la dilution 10 ensemencé en surface sur le milieu (PDA) , incubées a 28°C durant

5 jour.

Nous effectuons ce processus pour le premier jour de plantation pour le test (TO) uniquement, et nous

répétons le méme processus pour le reste des tests tous les 5 jours pendant 20 jours.

V.2.5. Etude macroscopique :
Nous avons étudié les colonies et les champignons a I'aide d'une loupe.

V.2.6. Etude microscopique :
Nous avons étudié les champignons a l'aide de microscope photonique. Le prélevement du
champignon a été effectué par la technique du scotche avant d’étre coloré par le bleu de Méthyléne.

En outre les bactéries ont été coloré par la méthode de Gram.

V.2.7. Test de chlorophylle :
L’extraction de la chlorophylle (a), (b) et caroténoides a été réalisée selon la méthode de Francis et

al., 1970 .

L’extraction de la chlorophylle (a), (b) et (c) consiste en une macération des feuilles (0,1g) dans 10 ml
d’un mélange de 1’acétone et de I’éthanol (75% et 25%) de volume et de (80% et 40%) de
concentration. Les feuilles sont coupées en petits morceaux et mises dans des boites ambrées afin

d’éviter ’oxydation de la chlorophylle par la lumiére. Nous procédons a la lecture des densités
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optiques 48 heures plus tard. L’absorbance est enregistrée au niveau de spectrophotométre, a des

longueurs d’ondes de 645 et 663 nm.
V.2.8. Isolement et purification de I’isolat :

On a identifié un isolat bactérien tres dominant présent dans la totalité des pots a chaque prelevement

réalisé durant notre travail.

Isoler et purifier plusieurs fois dans des boites contenant le milieu GN, apres avoir la méme forme
macroscopique et microscopique de notre 1’isolat on la teste par galerie biochimique pour identifier

espece bactérienne.

V.2.9. Identification biochimique de I’isolat par la galerie APl 20 E :

° Préparer la suspension bactérienne de 18h a 24h.

° Déposer la suspension dans chaque tube+cupule de la galerie en suivant sa fiche technique
(API1 20E).

° Incuber a 37° pendant 24 heures.

° Aprés incubation, on réalise la lecture de ces réactions (positives / négatives) qui se fait en

fonction des variations des couleurs par lecture directe et par lecture en présence des réactifs comme
suit: TDA, Kovacs et VP1+VP2,

° Nous enregistrons sur la fiche nos résultats trouvés (voir photo 10).

° Apres l'identification par logiciel (“UPBM?” lab).
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V.2.10.Extraction de chitine:

[ Carapaces de crevettes }
{ Broyage mécanique ]

\d

[ Décalcification dans une solution diluée de Hcl 22%(1V :10P) ]

\

[ Déprotéinisation avec des concentrations croissantes de NaOH :10715 7287 ]

Figure 8: Méthode d'extraction de chitine (Aizi et Cheba, 2014).

° Nous broyons les carapaces de crevettes puis décalcification dans une solution d'Hcl diluée a
22% (1V:10P).

° Agitation pendant une heure.

° Filtrez les carapaces, les laver a I'eau distillée puis les sécher dans 1’étuve 90 °C.

° Déproténisation avec le NaOh a concentration croissante: 10%, 15% et 28% pour avoir la
chitine

° Apreés désacetylation avec le Noah 40% (1P:10V), on a eu la Chitosane aprés lavage avec eaux

distillée, filtration puis séchage.

V.2.11.Activites Chitinolytique :
Pour étudier l'activité chitinolytique, on ensemence 1’isolat purifié dans le milieu CA avant incubation

a 37°C pendant 72h.

V.2.12.Test d'antagonisme :
Le champignon isolé a partir des feuilles de blé infectées a été soumis au test d’antagonisme. On a

prit une boite de Peétri contenant le milieu GN et nous avons ensemencé en surface notre isolat
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bactérien purifié, aprés cela on ajoute sur le milieu un disque de notre champignon ,puis incubées a

28°C pendant une semaine.
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Partie expérimentale

Chapitre 6 : Résultats et discussion.

VI1.1. Isolement des micro-organismes :

VI1.1.1. Etude macroscopique et microscopique de Témoin :
Apres 48 heures d'incubation, les résultats obtenus montrent que la microflore du sol utilisé dans cette

étude est composée de 5 genres bactériens, 1 levure et 02 genres de champignons, comme le montre

lafigure 9 :

Figure 9: diversité microbienne dans le témoin,

V1.1.2. Etude macroscopique des différents isolats

Les résultats de 1’étude macroscopique sont résumés dans les (tableaux 14 et 15).

Tableau 14: L aspect macroscopique des différents isolats bactériens.

Isolat (A) Isolat (B) Isolat (C) Isolat (D) Isolat (E)

la forme circulaire circulaire circulaire Irregulier circulaire

le relief bombé bombé bombé plate bombé

le contour | ondulé Régulier Régulier ondulé ondulé

la taille colonies colonies colonies petites colonies | colonies Grosses
moyennes ponctiformes moyennes

la surface lisses lisses lisses lisses lisses

couleur orange rose jaune jaunatre blanche

consistance | crémeuses crémeuses crémeuses crémeuses crémeuses
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Tableau 15:Aspect Macroscopique de isolat de champignon.

L’étude macroscopique

La photo correspondante

Champignon: culture surélevée cotonneux

de couleur soit vert et ou blanche

Levure: colonies grosse, bombée blanche et lisse

V1.1.3. Etude microscopique des différents isolats :

Les résultats de 1’étude microscopique sont résumés dans les (tableau 16 et 17).

Tableau 16: L’aspect microscopique des différents isolats bactériens (x 100).

Isolat(A) Isolat (B) Isolat (C) Isolat (D) Isolat (E)

Cocci/ Gram + | Cocci/ Gram+ Bacille / Gram- Cocci/ Gram+ Bacille / Gram+
IR e
’ ; " : 5:».-"-
.‘» '. . ) ‘& ‘ﬂ‘~ .‘.‘

D’aprés Couderc , 2006 la classification microscopique des champignons se base sur:

e Mode de cloisonnement (présence ou absence des cloisons dans le mycélium=hyphe).

e  Structure type des hyphes.

e Forme et ou couleur des spores.
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Tableau 17: Aspect microscopique des isolats de champignons(x 40).
Les photos correspondantes P &

- .

Etude microscopique -Hyphes septés.

. . .| -Spores circulaires tres petites
-Spores  circulaires  trés

petites.

VI1.2. Lagalerie API20E :

Selon la fiche des résultats, on insere le code obtenu dans le logiciel, on a eu Genre: Bacillus ,
I'espece bactérienne: Bacillus pasteurii (Isolat E).

On a pu identifier le Genre seulement du Pseudomonas (Isolat C) des bacilles Gram négative.

Figure 10: Fiche des résultats de galerie AP1 20 E.

VI1.3. Effet biofértilisant des déchets chitineux de 5™ jours au 15™jours:

Au cours de la premiére phase, qui dure 15 jours, il a été observé que les résidus chitineux affectent
I’activité biologique de la rhizosphére en exergant un effet inhibiteur sur les champignons présents
dans le sol, ainsi que la stimulation de la croissance dominante des bactéries du genre Bacillus. Ces
résultats sont en concordances avec ceux obtenu par Laradj zazou en 2017, qui a déclaré que les
déchets chitineux ont la capacité d'éliminer complétement les champignons (activité antagoniste
contre les champignons), comme le montrent le tableaul8. A ces mémes résultats est associé un autre
parametre qui est celui pH. Ce dernier a été affecté d’une maniére remarquable, puisque en 10 jours

I'indice de pH est passé de 9,04 a 8 comme le montre la figurell.
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Tableau 18: Evolution de microflore entre 5 et 10 et 15 jours.

Jour de plantation 05™Me jour
Quantite des déchets 1.8¢ 3.6¢ 4.29
chitineux

Isolat bactérien

Isolat de Champignon

Jour de plantation 106 jour
Quantitt ~ des  déchets 1.8g 3.69 4.29
chitineux

Isolat bactérien

Isolat de Champignon
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Jour de plantation 15¢™ jour
Quantite des déchets 1.89 3.69 4.29
chitineux

Isolat bactérien

Isolat de Champignon

PH 10

9_
8_
7 | O
6 - H06

M1.2
5_

H18
4_

H24
3_

M3
2 4 M3.6
1 - 4.2
0_

Jours

5 10 15 20
Figure 11:Variation du pH du sol selon les concentrations des mélanges (sol/ déchets chitineux) durant 20 jours

d’expérimentation.

Selon Aizi et Cheba,(2014), la premiére étape de la fertilisation par les résidus chitineux est la
décomposition, induite par une activité bactérienne élevée il existe une corrélation positive entre le
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niveau de présence bactérien dominé par le genre Bacillus et la quantité de déchets chitineux. le

tableau 18 montre que la concentration 1.8 g de déchets chitineux / sol permet d'éradiquer la présence
des champignons dans le sol tout en stimulant la croissance des Bacillus. A I’inverse de résultat
obtenus par Aizi et Cheba qu’on trouvé les mémes résultats avec une concentration de 2.4 g donne le
meilleur résultat D'apres la quantité 2.4g.

VI1.4. Activité Chitinoulytique :

Selon Aizi et Cheba, (2014), la présence de bactéries Bacillus est due a leur capacité a décomposer la
chitine grace a une activité chitinoulytique. Jeyanthi et al., 2018, Ils ont déclaré que les bactéries
Bacillus sécretent I'enzyme chitinase capable de dégrader la paroi cellulaire fongique et de
décomposer les composants de la paroi cellulaire des agents pathogénes, comme le montre la figure
12, qui montre un résultat positif que la bactérie Bacillus (PGPR) a la capacité de sécréter I'enzyme

chitinase dans le milieu de (CA).

Figure 12: Aspect de bactérie Bacillus dans le milieu CA, B :Bactérie bacillus.

VI1.5. Effet biofertilisant des déchets chitineux du 15¢™ au 20¢™ jours :

La deuxiéme étape commence du 15 au 20" jour et elle se caractérise par la domination de la
croissance des genres Bacillus et Pseudomonas ; induite par la chitine, qui joue le r6le de bioengrais.
Ce résultat est cohérent avec celui d’Aizi et Cheba, 2014, les résultats sont présentés dans la figure
13:
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Figure 13:Présence des genres Bacillus et Pseudomanas du jour 15 au jour20.

Les engrais organiques ont un effet significatif sur le pH du sol. Amadji et al., (2017) rapport que
utilisation des déjections de poulet comme engrais organique affecte le ph de sol, ce se que reparte
bénéfiqguement sur la production de carottes qui a atteint 30 tonnes par hectares. C'est également ce
que nous avons observé dans notre expérience, ou les déchets chitineux (les engrais organiques) ont
affecté le pH du sol. On remarque également sur la figure 11 que le pH dans la zone racinaire a
diminué d'un pH basique de 9,04 & un pH neutre de 7,20. Selon Margaret et al., 1991, dans un milieu
au le ph compris entre 7 et 7,5, la nitrogénase atteint son activité maximale . Cette enzyme aide a

convertir I'azote atmosphérique en compose azoté utilisable par les plantes.

Ahmed et al., (2022) Bacillus et Pseudomonas vivent dans la « rhizosphére » des racines d'une plante
et stimulent son développement en renforcant ses régulateurs de croissance. Ces bactéries connues
sous le nom de PGPR, jouent un réle important en tant que biofertilisant et stimulant, ainsi que dans le

développement d'une résistance aux maladies.

Figure 14: Effet biofértilisant des déchets chitineux:(a) sol non traité,(b) sol traité par 1.8 g des déchets chitineux,(c) sol
traité par 0.6 g des déchets chitineux.
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Tableau 19: Résultats de test de chlorophylle et de germination et de la croissance végétale.

TO 0.69 1.89
Chl (a) (ug / ¢ MF) 0.117 0.249 0.197
Chl (b) (ng / g MF) 0.162 0.292 0.524
Caroténoides (nug / g MF) 273.068 593.123 1156.223
Germination (%) 50 70 100
La longueur (cm) 12 13.78 20.35

A partir de tableau 19, la concentration de 1.8 a permis d’optimiser la production de blé ou cette
concentration on permet atteindre une taux de germination de 100% de associé a une moyenne de
croissance végétale que a atteindre un longueur de plus de 20 cm et une taux de chlorophylle de plus
de 1156.223 (ng / g MF ),cependant le témoin a montre une taux de germination que ne pas depasser
50% dans la croissance végétale était de 12 cm et la taux de chlorophylle 273.068 (ug / g MF ). Nos
résultats sont concordantsavec ceux de Lee et al., 2008 ,ou I’application des souches Pseudomonas
et Bacillus aux feuilles et aux fleurs de pommiers a entrainé une augmentation notable de la superficie
de la section coupe transversale du tronc (13,3 a 118,5%),poids des fruits (4,2 a 7,5%), longueur des
tiges (20,8 a 30,1%), diameétre des tiges (9,0 a 19,8%) par rapport au témoin. Le poids moyen des
tomates par plant traité avec Rhodopseudomonas sp (82,7 g) était plus éleve que celui des plants
témoins non inculé. La teneur en lycopene des tomates matures a augmenté de 48,3% avec

I’application Rhodopseudomonas sp .

Selon Houles et al., 2006, la quantité de chlorophylle détermine I’efficacité du processus de
photosynthese. Comme on peut I’observer a partir des résultats du tableau 19, plus le processus de
photosynthése augmente, meilleure est la qualité du blé. Cela est di a la conversion de la lumiére en
sucre (glucose), qui est stocké sous forme d’amidon dans le graine de blé et dans d’autres parties de la
plante. L’amidon est une source importante d’énergie pour les plantes, mais aussi pour I’alimentation

humaine.
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Figure 15: Effet biofertilisant des déchets chitineux (4.2 g).

A des concentration supérieure de 1.8 g des déchets chitineux on a remarqué une diminution dans la
taux de germination comme dans la croissance vegétale et la taux de chlorophylle que été de 90%,
14cm et de 424.346 (ug / g MF ) respectivement .

on arrivons a un concentration de 4.2 g on a remarqué un flétrissement de la plantation, dans la figure
15 nous remarquons que la plante est fanée, en raison de la grande quantité de déchets chitineux (4,29
dans 100g du sol); cela signifie la présence d'une grande quantité de nutriments dans le sol, par
exemple I'azote en exces peut entrainer des retards de maturité et s'avérer responsable de la fragilité
des fruits a la récolte (Naimi, 2014). Le zinc peut également devenir toxique lorsqu'il est en exces
dans le sol, comme cela s'est produit dans I'expérience Paul et Annicet en 2018.

VI1.6. Test d’antagonisme :

Nous avons procédé a la purification et a 1’identification microscopique de leurs spores et de leurs

hyphes comme appartenant a Alternaria.

Figure 16:Observation microscopique de champignon "Alternaria”.

En placant des bactéries isolées du sol traité avec des résidus chitineux avec des champignons

collectés sur des feuilles de blé infectées, nous constatons un fort effet antibactérien contre les
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champignons, car ils préviennent et inhibent leur propagation. Comme a été mentionné par Aizi et

Cheba, 2014. Le traitement du sol avec les résidus chitineux, stimulent les bactéries qui jouent un
role dans la fertilisation du sol et dans la prévention de la propagation des champignons pathogénes
pour les maladies des plantes, ce qui confirme également que la chitine est considérée comme un

pesticide en stimulant les bactéries pour inhiber les champignons.

Figure 17: Test d'antagonisme ;(B) : Bactérie Bacillus ,(Ch) :Champignon.
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Conclusion :

Les études et expériences que nous avons menées dans le cadre de cette recherche ont prouveé que les
déchets chitineux ont une activité biologique efficace pour les plantes, car ils peuvent étre utilisés
comme engrais organique en raison de leur effet sur I'activation des PGPR, qui jouent un réle dans la
régulation de la croissance et la stimulation de l'autodéfense des plantes.

L'ajout des déchets chitineux dans le sol modifie la composition microbienne de la rhizosphere du blé
dur. Dans un premier temps, cela favorise la présence accrue des bactéries du genre Bacillus, suivies
par une dominance ultérieure des Pseudomonas. Les Pseudomonas, lors de cette phase, ont la capacité
de fixer l'azote atmosphérique en présence d'une source de carbone et démontrent une activité
antifongique en éliminant les champignons phytopathogénes. Ceci est rendu possible par leur
sécrétion de I'enzyme de la chitinase, responsable de la dégradation de la paroi cellulaire des

champignons. En outre, cette activité chitinolitique favorise la germination des graines de blé.

L’amélioration de la qualité des plantes est associée a I’utilisation de déchets chitineux bénéfiques
pour plusieurs raisons. Ces dispositifs augmentent I'accumulation des réserves dans les plantes,
réduisent I'impact des agents pathogénes fongiques, stimulent la production d'hormones de croissance,
améliorent la production de récepteurs antimicrobiens et influencent positivement les communautés

microbiennes des racines, tout en contribuant globalement au maintien de la santé des plantes.
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coloration de gram (Hans Christian Gram, 1884) :

1. Déposer une goutte d’eau sur une lame bien propre.

2. Prélever un échantillon de colonie a I’aide d’une ance et mélanger avec la goutte d’eau,

3. strier et sécher par passage rapide sur flamme d’un bec bénzene.

4. Couvrir les frottis par violet de gentiane pendant 60 seconds.

5. Laver I’excés du colorant avec de 1’eau distillée.

6. Couvrir avec du lugol pendant 30 secondes.

7. Laver a I’eau distillée pendant Ssecondes.

8. Rincer immédiatement le frottis avec le mélange alcool-acétone ou avec de 1’éthanol en

inclinant la lame et par goutte a goutte jusqu’a disparition complete de la coloration violette.

9. Laver a I’eau distillée pendant 5 secondes.

10. Couvrir avec la fuschine (ou sarfanine) pendant 60 secondes.

11. Laver a I’eau distillée pendant 10 secondes et mettre la lame inclinée sur du papier absorbant.
12.  Déposer une goutte d’huile & immersion sur le frottis et observer au microscope a un fort

grossissement. Les cellules Gram+ absorbant la couleur du violet de gentiane et demeurent bleues

violettes en apparence, contrairement aux cellules Gram- qui apparaissent distinctement rosatres.

Les formules de détermination des teneurs en chlorophylles réalisée :

[ > Chi(a) (ug/ g MF) = 12,7x DO (63 — 2,59% DO (6s) X V/ (1000x W), |

[ > Chi(b) (ug/ g MF) = 22, 9 DO (645)— 4,68x DO (g63) X V/ (1000x W), |

| » Caroténoides (ug / g MF) = 1000 DO (470)—[1,82 Chl a — 85,02 Chl b] / 198. |
V : Volume solution extraite.

W : le poids de matiére fraiche de I'échantillon.
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	Le chitosane a été isolé et identifié pour la première fois sous le nom de « chitine modifiée » en 1859 par Roget qui, après avoir soumis la chitine à un traitement primaire par une solution concentrée d'hydroxyde de potassium, a constaté que le produ...
	Figure  2:Structure chimique du chitosane (Benzerrouk,2013).
	I.2.3. Production mondiale du chitosane :
	Le marché mondial du chitosane est segmenté en fonction de trois paramettres (The insight partners ,2023) :
	a) la qualité :Le segment de la qualité industrielle représentait une part importante ; qualité industrielle, qualité alimentaire et qualité pharmaceutique.
	b) la source : Crevettes, insectes, crabes et autres.  Les crabes et les crevettes des grands fonds sont les matières premières utilisées pour produire du chitosane synthétique.
	c) Les applications :  Traitement de l’eau, aliments et boissons, biomédical, pharmaceutique, cosmétique et autres.
	I.2.4. Domains d’application de chitosane :
	Tableau 4:Domaines d'applications du chitosane(Essabti, 2018).
	I.3. Chitinase :
	I.3.1. Définition :
	Les chitinases sont des protéines de stress (protéine PR-3) qui ont une activité hydrolytique sur la chitine présente dans la paroi de la plupart des champignons pathogènes. Plus précisément, les enzymes chitinase hydrolysent les liaisons ß-(1-4) des ...
	I.3.2. Utilisation de chitinase :
	I.3.2.1. Gestion des déchets :
	Les chitinases peuvent être utilisées pour convertir la biomasse de chitine, c'est-à-dire les déchets chitineux provenant d'organismes marins, en composants dépolymérisés utiles plus simples, réduisant ainsi la pollution de l'eau. Les chitooligomères ...
	I.3.2.2. Agents de biocontrole :
	La surexpression d'une combinaison de différents types de chitinases dans une plante génétiquement modifiée peut aider à combattre les champignons pathogènes, et la chitinase peut également être utilisée directement comme biocide contre divers champig...
	I.3.2.3. Application médicale :
	La chitinase est utilisée avec des médicaments antifongiques pour augmenter l'efficacité du traitement des infections fongiques (Salli Roopavathi et al, 2015). La chitinases est également utilisée comme additif dans les lotions pour la peau et les crè...
	L'activité antifongique et la haute qualité biocompatible rendent la chitinase utile pour les applications biomédicales, telles que la cicatrisation des plaies (Salli Roopavathi et al, 2015).
	I.3.2.4. Applications diverses :
	Les chitinases ont été exploitées pour isoler des protoplastes fongiques utilisés comme méthode expérimentale pour étudier la synthèse de la paroi cellulaire, la synthèse et la sécrétion d'enzymes. Eliminer la biomasse fongique présente dans le sol(Dj...
	La chitinase est utilisée pour dégrader la paroi cellulaire fongique, ce qui permet Aspergillus niger de libérer la tannase de la paroi cellulaire  d’augmente ca production (Djebbari et Guemas 2019).
	Chapitre 2 : Les rhizobactéries favorisant la croissance des plantes.
	Chapitre 2 :  Rhizobactéries favorisant la croissance des plantes.
	II.1. Définition :
	Les bactéries de la rhizosphère, connues sous le nom de RFCP ou PGPR( Plant Growth Promoting Rhizobacteria), sont des bactéries favorisent la croissance et la santé des plantes. Le PGPR se divise en deux grandes catégories : les substances stimulantes...
	Selon Beneduzi et al., (2012), Les PGPR ont un effet bénéfique sur la croissance des plantes en utilisant à la fois des mécanismes directs et indirects. Les PGPR peuvent agir de différentes façons directs  pour favoriser la croissance des plantes, not...
	II.2. Historique :
	Le terme PGPR a été introduit pour la première fois à la fin des années 1970, lorsqu’il a été démontré par Kloepper et Schroth, que des souches pseudomonas fluorescens ont amélioré le rendment des cultures de pommes de terre en produisant des sidéroph...
	II.3. Différentes genres des PGPR :
	II.3.1. Azospirillum :
	Le genre Azospirillum sont des bactéries à gram négatif, en forme de batonnet incurvé, qui peuvent fixer l’azote dans des conditions de vie libre ou en association avec des graminées ( De Zamaroczy et al., 1993) . Par adhésions, ce genre peut colonise...
	II.3.2. Rhizobia :
	Les Rhizobiums, ou rhizobia, sont des bactéries aérobies du sol appartenant à la famille des Rhizobiaceae(Sahgal et Johri, 2006). Ces bactéries sont capables de former une association symbiotique qui fixe l'azote avec des plantes de la famille des lég...
	L'inoculation par Rhizobium sp, conduit à une amélioration la croissance, le rendement et le nombre de nodules formé au niveau des racines par rapport aux plantes non inoculées. Parallèlement à leur activité bénéfique de fixation d’azote avec les légu...
	II.3.3. Bacillus :
	Les Bacillus font partie du genre de bactéries à Gram positif appartenant à la famille  des Bacillaceae, l’ordre des Bacillales, la classe des Bacilli. Ces bactéries sont capables de  produire des endospores leur permettant de résister à des condition...
	II.3.4. Pseudomonades :
	Les Pseudomonas et plus précisément les Pseudomonas fluorescenes sont des bactéries partout présentes, trouvées souvent dans les sols, classées comme étant les meilleurs candidats PGPR (Saharan et Nohra, 2011). Les effets bénéfiques de la bactérisatio...
	Alabouvette et al., (1993) ont montré que lors de l'utilisation de  souches non pathogénes Fusarium oxusporum, combinée avec  Pseudomonas fluorescens et Pseudomonas putida se manifestent comme principales candidates de contrôle biologique du flétrisse...
	II.4. Mode d’action des PGPR :
	Les méthodes d'action du PGPR sont regroupées en deux modes: direct et indirect. Malgré que La différence entre les deux n'est pas toujours évidente. Les mécanismes directs sont ceux qui se produisent à l’intérieur des plantes et influencent directeme...
	Ces différents mécanismes d’actions peuvent tous contribuer à un meilleur développement de la plante et à une amélioration du rendement.
	II.4.1. Mode d’action direct :
	Les PGPR participent à augmenter la disponibilité des nutriments et des phytohormones dans la rhizosphère, ceci stimule directement le développement et la croissance de la plante, les mécanismes les plus important sont cités ci-dessous :
	II.4.1.1. Fixation de l’azote :
	L’Azote est un élément indispensable du système vivant qui est nécessaire pour la synthèse des acides nucléiques et des protéines. Les rhizobactéries du sol ont la capacité de fixer l'azote atmosphérique et faciliter son assimilation et son utilisatio...
	II.4.1.2. Solubilisation de phosphore :
	À côté de l'azote (N) et du potassium (K), le phosphore (P) est considéré comme l'un des composants essentiels de la vie végétale et animale, car il est un élément largement répandu dans la nature. Le phosphore a un rôle important dans le métabolisme ...
	Les bactéries solubilisatrices de phosphates (BSP) utilisent  plusieurs stratégies pour convertir le phosphore insoluble en forme solubles, aidant ainsi les plantes  à absorber cet élément nutritif essentiel, et c’est ce que montre la figure 3.
	II.4.1.3. Production de phyto hormone :
	Un nombre important de microorganismes trouvés dans la rhizosphère est capable de produire des substances qui régulent la croissance et l'évolution des plantes. Les rhizobactéries stimulant la croissance des plantes et produisent des phytohormones tel...
	Figure  3:Mécanismes d'action des bactéries solubilisant les phosphates (Khan et al.,2009).
	II.4.2. Mode d’action indirect :
	Les PGPR agissent comme promoteurs de croissance des plantes de manière indirecte en utilisant leurs propriétés de biocontrôle et en stimulant la résistance systémique des plantes contre les phytopathogènes. Ces organismes favorisant la croissance des...
	1. La production d’antibiotiques.
	2. Sécrétion de sidérophores permettant l'absorption du fer privant les agents pathogènes fongiques à proximité.
	3. Production d'enzymes lytiques telles que la chitinase, l'α-1, 3 glucanase, la protéase et la lipase qui lysent les parois cellulaires pathogènes fongiques et bactériennes.
	4. Induit une résistance systémique chez les plantes par les métabolites.
	II.4.1.1. Production des antibiotiques :
	Les microorganismes telluriques produisent des antibiotiques qui sont des éléments clés  pour la vie dans un environnement aussi concurrentiel  que la rhizosphère. La production des antibiotiques est un facteur crucial de compétitivité des microorgani...
	II.4.1.2. Enzymes lytiques :
	Le PGPR produit de nombreuses enzymes hydrolytiques dont les plantes bénéficient. Les enzymes extracellulaires telles que les cellulases, les lipases, les protéases et les chitinases jouent un rôle important dans le contrôle biologique (Markovich et a...
	II.4.1.3. Compétition dans la rhizosphére :
	En plus de leur compétitivité par rapport aux autres populations microbiennes présentes dans la rhizosphère, les PGPR démontrent une capacité à occuper efficacement l'espace et à exploiter les ressources nutritionnelles disponibles dans cet environnem...
	II.4.1.4. Résistances systémique induite (ISR) :
	La reconnaissance par les plantes de certaines bactéries de la rhizosphère conduit à une réponse immunitaire, lui permettant de mieux se protéger contre les micro-organismes pathogènes. L’immunité de cette plante s’appelle ISR. La résistance systémiqu...
	II.5. Caractéristique d’une PGPR idéal :
	Une souche rhizobactérienne est considérée comme une PGPR supposée si elle possède des caractères spécifiques favorisant la croissance des plantes et peut améliorer la croissance des plantes lors de l’inoculation. Une souche PGPR idéale doit remplir l...
	1. Elle devrait être hautement rhizosphère-compétent et respectueuse de l’environnement
	2. Elle devrait coloniser les racines des plantes en nombre significatif lors de l’inoculation.
	3. Elle devrait pouvoir favoriser la croissance des plantes.
	4. Elle devrait présenter un large éventail d’actions.
	5. Elle devrait être compatible avec d’autres bactéries de la rhizosphère.
	6. Elle devrait être tolérante des facteurs physico-chimiques comme la chaleur, la dessiccation, les radiations, et oxydant.
	7. Elle devrait démontrer de meilleures compétences concurrentielles sur les communautés rhizobactériennes existantes.
	II.6. Effet des PGPR sur la croissance végétale :
	Les effets bénéfiques des rhizobactéries sur la croissance végétale résultent :
	II.6.1. Rendment :
	L’amélioration de la productivité agricole est essentielle et importante, les applications du PGRR sont les pratiques les plus fiables pour améliorer le rendement des cultures (Lee et al., 2008)
	II.6.2. Enracinement des boutures :
	Plusieurs élémentes physiologiques et environnementaux exercent une influence à la formation des racines, les traitements exogènes des boutures étant particulièrement importants (Couvillon 1998). L’utilisation des PGPR comme Azospirillum. rubi, Bacill...
	II.6.3. Absorption des nutriments :
	Les PGPR sont considérées comme une composante pour le maintien de la nutrition adéquate des plantes. Les PGPR pourraient favoriser l’absorption des nutriments, réduire ainsi la nécessité de l’apport d’engrais et prévenir l’accumulation de nitrates et...
	Chapitre 3 : Le Blé.
	Chapitre 3 : Blé.
	III.1. Définition :
	Les céréales d'origine orientale sont essentielles à l'alimentation humaine en tant que source de protéines et d'énergie. Auparavant, le terme « blé » désignait toutes les céréales comestibles, mais les romains ont introduit le terme « blé » pour dési...
	Le blé est aujourd’hui la céréale la plus cultivée et la plus consommée au monde. Il a été domestiqué au moyen-orient à partir d'une herbe sauvage il y a environ 10 000 ans. Il existe actuellement environ 30 000 formes cultivées, ce qui a fait que la ...
	III.2. Origine :
	La plupart des recherches archéologiques confirment que l'origine du blé se situe dans les régions du croissant fertile. Le blé est arrivé en europe occidentale dès l’an 5000 avant J-C. En même temps, elle est diffusée en Asie et en Afrique. Mais son ...
	III.3. Classification botanique :
	Tableau 5: Classification botanique de blé (Morsli, 2010).
	III.4. Structure et composition de la graine de blé:
	III.4.1. Structure histologique de la graine de blé dur:
	Les graines de blé sont des fruits d’une forme ovale appelés caryopse, ils présentent une rainure longitudinale sur une de ses faces. L’extrémité opposée de l’embryon est constituée des touffes de poils « en brosse ».
	Le caryopse se forme de 03 parties:
	III.4.1.1. Les enveloppes:
	Selon Godon et Willem (1991), les enveloppes confèrent un son à la semoule, variant en épaisseur et composées de trois groupes d'intégrations soudées :
	La coquille de fruit se compose de trois couches de cellules:
	− Epicarpe, protégé par la cuticule et les poils.
	− Mésocarpe, formé de cellules transversales.
	− Endocarpe, constitué par des cellules tubulaires.
	III.4.1.2. L’albumen :
	principalementt féculent et vitreux dans le blé dur,  cette couche est riche en protéines, lipides, pentosanes, hémicelluloses et minéraux, ce qui la rend importante sur le plan nutritionnel et dans le processus de réforme alimentaire (Godon et Willm,...
	III.4.1.3. L’embryon :
	Selon Godon et Willem (1991), le fœtus comprend :
	-Le cotylédon unique ou scutellum est riche en graisses et en protéines.
	-La racine embryonnaire protégée par le côlon.
	-La gemmule contient un nombre variable de feuilles visibles, chacune enfermée dans un étui protecteur.
	Figure 4 :Coupe longitudinale présentant les constituants de graine de blé dur(Paul, 2007).
	III.4.2. Composition globale de graine :
	Tableau 6: Composition globale de graine(Morsli, 2010).
	III.5. Les principales maladies du blé :
	Tableau 7: Les principales maladies du blé(Ezzahiri , 2001).
	Chapitre 4 : Les biopesticides et le bioengrais.
	Chapitre 4 : Biopesticides et bioengrais.
	IV.1. Biopesticides.
	IV.1.1. Définition :
	Les biopesticides sont des organismes vivants, ou des produits qui en dérivent, qui ont la capacité de supprimer ou de réduire les ravageurs. Les agriculteurs utilisent des biopesticides depuis des siècles et ces produits offrent de nombreux avantages...
	IV.1.2. Classification des biopesticides :
	Les biopesticides peuvent être classés en trois catégories principales, en fonction de leurs caractéristiques nature: biopesticides microbiens, biopesticides végétaux, biopesticides animaux (Deravel et al., 2013).
	IV.1.3. Biopesticides d’origine microbienne :
	Cette classe comprend les bactéries, les champignons, oomycètes, les virus et les protozoaires. L’efficacité d’un grand nombre d’entre eux dépend de substances actives issues de micro-organismes. En principe, ce sont ces substances actives qui agissen...
	IV.1.3.1. Les bactéries :
	Les biopesticides à base de Bacillus thuringiensis sont en effet largement utilisés pour leur action insecticide, grâce aux protéines cristallines qu'ils produisent. D'autres espèces de Bacillus, comme Bacillus licheniformis, Bacillus amyloliquefacien...
	IV.1.3.2. Les virus :
	Les Baculoviridae sont des virus à ADN double brin circulaire, avec un génome de 100 à 180 kb, enveloppés dans une capside protéique. Ils infectent les arthropodes ou les larves d'insectes sans poser de risque pour la santé des vertébrés ou des plante...
	IV.1.3.3. Les champignons :
	Plusieurs souches de champignons filamenteux du genre Trichoderma spp. Utilisé pour la protection biologique des plantes. Ils ont généralement une activité antifongique contre de nombreux pathogènes du sol ou contre les pathogènes foliaires (Dodd et a...
	IV.1.4. Biopesticides d’origine végétale :
	Les plantes produisent effectivement une variété de substances actives aux propriétés insecticides, antiseptiques et de régulation de la croissance. L'huile de neem, extraite des graines d'Azadirachta indica, est l'un des biopesticides d'origine végét...
	IV.1.5. Biopesticides d’origine animaux :
	Les biocides d’origine animale sont des signaux chimiques produits par un organisme qui modifient le comportement d’individus de la même espèce ou d’une espèce différente, et sont également répertoriés sous le nom de semi-chimiques ». Les produits sém...
	IV.1.6. Avantages et inconvénients des biopesticides :
	IV.1.6.1. Avantages :
	Selon (Meksem, 2018) les biopesticides présentent plusieurs avantages, notamment :
	-Restreindre ou éliminer l’utilisation d’insecticides chimiques
	- Ils sont favorisés lors d’une utilisation en serre
	- Ils diminuent les risques de développer de la résistance
	- Ils sont favorisés par le nombre restreint d’insecticides homologués en serre
	- ils ont une plus grande spécificité d’action
	- ils améliorent la qualité de vie des travailleurs agricoles
	- les fruits issus de la cultures biologiques sont mieux prises par les consommateurs .
	-Dégradation rapide des biopesticides, diminuant les risques de pollution. Les biocides, tels que le pyrèthre, un insecticide extrait de la plante Tanacetum cinerariaefolium, ont une action rapide, une faible toxicité contre les mammifères et une faib...
	VI.1.6.2. Les inconvénients :
	Certains avantages environnementaux des biopesticides, comme leur manque de persistance ou le fait que le produit est efficace contre un faible nombre de ravageurs, peuvent être considérés comme des inconvénients. En fait, ces deux caractéristiques en...
	IV.2. Bioengrais (les biofértilisant) :
	IV.2.1. Définition :
	Les biofertilisants sont des solutions contenant des micro-organismes, appliquées au sol ou directement sur les plantes, dans le but de remplacer en partie ou totalement les engrais chimiques, contribuant ainsi à réduire la pollution résultant de l'ut...
	IV.2.2. comparaison entre les engrais chimiques et les biofertilisants:
	Tableau 8 : La différence entre les fertilisants chimiques et les biofertilisants (Laouedj,2020).
	IV.2.3. Les intérêts des biofértilisants :
	Beaucoup d'agriculteurs s'engagent dans une agriculture respectueuse de l'environnement. Afin de réussir leurs cultures, ils ont recours à des solutions alternatives, telles que les biofertilisants, qui offrent de nombreux avantages :
	● Amélioration de l’état nutritionnel des cultures
	● Meilleure structuration des sols
	● Production de molécules bénéfiques au développement de la plante
	● Meilleure résistance aux stress abiotiques
	● Rendre les plantes plus actives
	● Amélioration de la qualité du sol et du  rendement en vue de cultiver des légumes et des
	fruits de bonne qualité.
	● Stimuler les processus naturels pour améliorer l’absorption des nutriments
	● Permet d’apporter une réponse concrète aux enjeux actuels, et constitue une
	● Alternative naturelle à l’utilisation d’engrais chimiques,
	● Stimuler la croissance des plantes, ils agissent notamment sur les réserves de
	nutriments immobilisés dans le sol.
	● Répondre aux contraintes environnementales
	● Stimuler le potentiel nutritif du sol
	● Conserver la rentabilité de votre exploitation (Demoulain et leymergie, 2009 ; mohanty et al., 2013).
	IV.2.4. Les inconvénients des biofértilisants :
	● Les biofertilisants nécessitent des soins particuliers pour être stockés à long terme, car ils sont vivants.
	● Ils doivent être utilisés avant leur date limite d'utilisation. Si d'autres micro-organismes se retrouvent dans le milieu de support, ou si les producteurs utilisent la mauvaise souche, ils ne sont pas aussi efficaces.
	● Il est crucial que le sol contienne des nutriments adéquats pour permettre aux organismes de biofertilisation de prospérer et de se développer.
	● Les biofertilisants viennent compléter d'autres engrais, mais ils ne peuvent pas les substituer complètement.
	● Les biofertilisants diminuent leur efficacité si le sol est trop chaud ou sec.
	● La croissance réussie des micro-organismes bénéfiques est également entravée par des sols excessivement acides ou alcalins, ce qui les rend moins efficaces s'ils contiennent trop d'ennemis microbiologiques(Bossy,2013).
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	V.1. Matériel :
	Notre travail à été réalisé au niveau du laboratoire de microbiologie de l’université Djilali Bounaama Khemis miliana.
	V.1.1. Matériel utilisé :
	Appareillage :
	● pH mètre (CRISON).
	● Microscope optique (ZEISS).
	V.1.2. Matériel biologique :
	Tableau 9: Matériel biologique.
	V.1.3. Matériel végétal :
	Tableau 10 : Matériel végétal.
	V.1.4. Source de sol :
	Tableau 11: Caractéristiques du sol utilisé.
	V.1.5. Milieux de culture :
	Tableau 12: La composition chimique des milieux de culture utilisés.
	V.1.6. Matériel fongique :
	Le prélèvement a été réalisé au sein de l'université (la ferme d'expérimentation).
	Des feuilles de blé suspectes d’être infectées ont été désinfectées par l’eau de javel, et à l’aide d’un bistouri et une pince stérile on les a mis sur milieu PDA pour enfin les mettre dans l’étuve  à 25  C pendant 3 jours.
	Figure  5:Les feuilles de blé infecté.
	V.2. Méthodes :
	V.2.1. Prétraitement des carapaces :
	Après avoir éliminé la partie molle des crevettes, la tête et la carapace sont lavées avec de l’eau de robinet, ensuite séchées à une température ambiante avant d’être  broyés mécaniquement.
	Figure 6:Prétraitement des carapaces de crevettes (Aizi et Cheba ,2014).
	V.2.2. Effet biofértilisant des déchets chitineux :
	Nous avons procédé à sept mélanges  (déchets chitineux/sol) à des concentrations différentes (Poid/Poid)  dans des pots contenant 10 graines de blé dans chaque pot, plus un pot contient uniquement de 100g de sol et 10g graines de blé, a été utilisé co...
	Poudre des déchets chitineux
	Séchage
	Broyage
	Carapaces de crevettes
	Crevettes fraiches
	Lavage
	Figure 7:Concentration des mélanges déchets chitineux/sol dans chaque pot.
	Tableau 13: Concentration des mélanges déchets chitineux/sol dans chaque pot.
	V.2.3. Dilution de l’échantillon :
	Afin de réaliser une dilution décimale, 10 g de notre échantillon de sol a été ajouté à 90 ml d’eau physiologique (solution mère).
	V.2.4. Isolement des microorganismes :
	0,1 ml de la dilution 10-7 a été ensemencé en surface sur le milieu (GN), incubées à 37 C à pendant 72h, et 0,1 ml de la dilution 10-4 ensemencé en surface sur  le milieu (PDA) , incubées à 28 C  durant 5 jour .
	Nous effectuons ce processus pour le premier jour de plantation pour le test (T0) uniquement, et nous répétons le même processus pour le reste des tests tous les 5 jours pendant 20 jours.
	V.2.5. Etude macroscopique :
	Nous avons étudié les colonies et les champignons à l'aide d'une loupe.
	V.2.6. Etude microscopique :
	Nous avons étudié les champignons à l'aide de microscope photonique. Le prélèvement du champignon a été effectué par la technique du scotche avant d’étre coloré par le bleu de Méthylène. En outre les bactéries ont été coloré par la méthode de Gram.
	V.2.7. Test de chlorophylle :
	L’extraction de la chlorophylle (a), (b) et caroténoïdes a été réalisée selon la méthode de Francis et al., 1970 .
	L’extraction de la chlorophylle (a), (b) et (c) consiste en une macération des feuilles (0,1g) dans 10 ml d’un mélange de l’acétone et de l’éthanol (75% et 25%) de volume et de (80% et 40%) de concentration. Les feuilles sont coupées en petits morceau...
	V.2.8. Isolement et purification de l’isolat :
	On a identifié un isolat bactérien très dominant présent dans la totalité des pots à chaque prélèvement réalisé durant notre travail.
	Isoler et purifier plusieurs fois dans des boîtes contenant le milieu GN, après avoir la même forme macroscopique et microscopique de notre l’isolat on la teste par galerie biochimique pour identifier espèce bactérienne.
	V.2.9. Identification biochimique de l’isolat par la galerie API 20 E :
	● Préparer la suspension bactérienne de 18h à 24h.
	● Déposer la suspension dans chaque tube+cupule de la galerie en suivant sa fiche technique (API 20E).
	● Incuber à 37  pendant 24 heures.
	● Après incubation, on réalise la lecture de ces réactions (positives / négatives) qui se fait en fonction des variations des couleurs par lecture directe et par lecture en présence des réactifs comme suit: TDA, Kovacs et VP1+VP2.
	● Nous enregistrons sur la fiche nos résultats trouvés (voir photo 10).
	● Après l'identification par logiciel (“UPBM” lab).
	V.2.10. Extraction de chitine:
	Figure 8: Méthode d'extraction de chitine (Aizi et Cheba, 2014).
	● Nous broyons les carapaces de crevettes puis décalcification dans une solution d'Hcl diluée à 22% (1V:10P).
	● Agitation pendant une heure.
	● Filtrez les carapaces, les laver à l'eau distillée puis les sécher dans l’étuve 90  C.
	● Déproténisation avec le NaOh à concentration croissante: 10%,  15% et 28% pour avoir la chitine
	● Après désacetylation avec le Noah 40% (1P:10V), on a eu la Chitosane après lavage avec eaux distillée, filtration puis séchage.
	V.2.11. Activités Chitinolytique :
	Pour étudier l'activité chitinolytique, on ensemence l’isolat purifié dans le milieu CA avant incubation à 37 C pendant 72h.
	V.2.12. Test d'antagonisme :
	Le champignon isolé à partir des  feuilles de blé infectées a été soumis au test d’antagonisme. On a prit une boite de Pétri contenant le milieu GN et nous avons ensemencé en surface notre isolat bactérien purifié, après cela  on ajoute sur le milieu ...
	Carapaces de crevettes (1)
	Broyage mécanique
	Décalcification dans une solution diluée de Hcl 22٪(1V :10P)
	Déprotéinisation avec des concentrations croissantes de NaOH :10٪15٪ 28٪
	Chitine
	Chapitre 6 : Résultats et Discussion.
	Chapitre 6 : Résultats et discussion.
	VI.1. Isolement des micro-organismes :
	VI.1.1. Etude macroscopique et microscopique de Témoin :
	Après 48 heures d'incubation, les résultats obtenus montrent que la microflore du sol utilisé dans cette étude est composée de  5 genres bactériens, 1 levure et 02 genres de champignons, comme le montre la figure 9 :
	VI.1.2. Etude macroscopique des différents isolats
	Les résultats de l’étude macroscopique sont résumés dans les (tableaux 14 et 15).
	Tableau 14: L’aspect macroscopique des différents isolats bactériens.
	Ch
	B
	Tableau 15:Aspect Macroscopique de isolat de champignon.
	VI.1.3. Etude microscopique des différents isolats :
	Les résultats de l’étude microscopique sont résumés dans les (tableau 16 et 17).
	Tableau 16: L’aspect microscopique des différents isolats bactériens (x 100).
	D’après Couderc , 2006 la classification microscopique des champignons se base sur:
	● Mode de cloisonnement (présence ou absence des cloisons dans le mycélium=hyphe).
	● Structure type des hyphes.
	● Forme et ou couleur des spores.
	Tableau 17: Aspect microscopique des isolats de champignons(x 40).
	VI.2. La galerie API 20 E :
	Selon la fiche des résultats, on insère  le code obtenu dans le logiciel, on a eu Genre: Bacillus , l'espèce bactérienne: Bacillus pasteurii (Isolat E).
	On  a pu identifier le Genre seulement du Pseudomonas (Isolat C) des bacilles Gram négative.
	Figure 10: Fiche des résultats de galerie API 20 E.
	VI.3. Effet biofértilisant des déchets chitineux de 5éme jours au 15émejours:
	Au cours de la première phase, qui dure 15 jours, il a été observé que les résidus chitineux affectent l’activité biologique de la rhizosphère en  exerçant un effet inhibiteur sur les champignons présents dans le sol, ainsi que la stimulation de la cr...
	Tableau 18: Evolution de microflore entre 5 et 10 et 15 jours.
	Figure 11:Variation du pH du sol selon les concentrations des mélanges (sol/ déchets chitineux) durant 20 jours d’expérimentation.
	Selon Aïzi et Cheba,(2014), la première étape de la fertilisation par les résidus chitineux est la décomposition, induite par une  activité bactérienne élevée il existe une corrélation positive entre le niveau de présence bactérien dominé par le genre...
	VI.4. Activité Chitinoulytique :
	Selon Aïzi et Cheba, (2014),  la présence de bactéries Bacillus est due à leur capacité à décomposer la chitine grâce à  une activité chitinoulytique. Jeyanthi et al., 2018, Ils ont déclaré que les bactéries Bacillus sécrètent l'enzyme chitinase capab...
	Figure 12: Aspect de bactérie Bacillus dans le milieu CA, B :Bactérie bacillus.
	VI.5. Effet biofertilisant des déchets chitineux du 15éme au 20éme jours :
	La deuxième étape commence du 15 au 20éme jour et elle se caractérise par la domination de la croissance des genres Bacillus et  Pseudomonas ; induite par la chitine, qui joue le rôle de bioengrais. Ce résultat est cohérent avec celui d’Aïzi et Cheba,...
	B (1)
	Les engrais organiques ont un effet significatif sur le pH du sol. Amadji et al., (2017) rapport que utilisation des déjections de poulet comme engrais organique affecte le ph de sol, ce se que reparte bénéfiquement  sur  la production de carottes qui...
	Ahmed et al., (2022) Bacillus et Pseudomonas vivent dans la « rhizosphère » des racines d'une plante et stimulent son développement en renforçant ses régulateurs de croissance. Ces bactéries connues sous le nom de PGPR, jouent un rôle important en tan...
	Figure 14: Effet biofértilisant des déchets chitineux:(a) sol non traité,(b) sol traité par 1.8 g des déchets chitineux,(c) sol traité par 0.6 g des déchets chitineux.
	Tableau 19: Résultats de test de chlorophylle et de germination et de la croissance végétale.
	A partir de tableau 19, la concentration de 1.8  a permis d’optimiser la production de blé ou cette concentration on permet atteindre une taux de germination de 100% de associé à une moyenne de  croissance végétale que a atteindre un longueur de plus ...
	Selon Houles et al., 2006, la quantité de chlorophylle détermine l’efficacité du processus de photosynthèse. Comme on peut l’observer à partir des résultats du tableau 19, plus le processus de photosynthèse augmente, meilleure est la qualité du blé. C...
	A des concentration supérieure de 1.8 g des déchets chitineux on a remarqué une diminution dans la taux de germination comme dans la croissance végétale et la taux de chlorophylle que été de 90%, 14cm et de 424.346 (μg / g MF ) respectivement .
	on arrivons a un concentration de 4.2 g on a remarqué un flétrissement de la plantation, dans la figure 15 nous remarquons que la plante est fanée, en raison de la grande quantité de déchets chitineux (4,2g dans 100g du sol); cela signifie la présence...
	VI.6. Test d’antagonisme :
	Nous avons procédé à la purification et à l’identification microscopique de leurs spores et de leurs hyphes comme appartenant à Alternaria.
	En plaçant des bactéries isolées du sol traité avec des résidus chitineux avec des champignons  collectés sur des feuilles de blé infectées, nous constatons un fort effet antibactérien contre les champignons, car ils préviennent et inhibent leur propa...
	Figure  16:Observation microscopique de champignon "Alternaria".
	pesticide en stimulant les bactéries pour inhiber les champignons.
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	Conclusion :
	Les études et expériences que nous avons menées dans le cadre de cette recherche ont prouvé que les déchets chitineux ont une activité biologique efficace pour les plantes, car ils peuvent être utilisés comme engrais organique en raison de leur effet ...
	L'ajout des déchets chitineux dans le sol modifie la composition microbienne de la rhizosphère du blé dur. Dans un premier temps, cela favorise la présence accrue des bactéries du genre Bacillus, suivies par une dominance ultérieure des Pseudomonas. L...
	L’amélioration de la qualité des plantes est associée à l’utilisation de déchets chitineux bénéfiques pour plusieurs raisons. Ces dispositifs augmentent l'accumulation des réserves dans les plantes, réduisent l'impact des agents pathogènes fongiques, ...
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	ANNEXE
	coloration de gram (Hans Christian Gram, 1884) :
	1. Déposer une goutte d’eau sur une lame bien propre.
	2. Prélever un échantillon de colonie à l’aide d’une ance et mélanger avec la goutte d’eau,
	3. strier et sécher par passage rapide sur flamme d’un bec bénzene.
	4. Couvrir les frottis par violet de gentiane pendant 60 seconds.
	5. Laver l’excès du colorant avec de l’eau distillée.
	6. Couvrir avec du lugol pendant 30 secondes.
	7. Laver à l’eau distillée pendant 5secondes.
	8. Rincer immédiatement le frottis avec le mélange alcool-acétone ou avec de l’éthanol en     inclinant la lame et par goutte à goutte jusqu’à disparition complète de la coloration violette.
	9. Laver à l’eau distillée pendant 5 secondes.
	10. Couvrir avec la fuschine (ou sarfanine) pendant 60 secondes.
	11. Laver à l’eau distillée pendant 10 secondes et mettre la lame inclinée sur du papier absorbant.
	12. Déposer une goutte d’huile à immersion sur le frottis et observer au microscope à un fort
	grossissement. Les cellules Gram+ absorbant la couleur du violet de gentiane et demeurent bleues violettes en apparence, contrairement aux cellules Gram- qui apparaissent distinctement rosâtres.
	Les formules de détermination des teneurs en chlorophylles réalisée :

