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Résumé

Les rhizobactéries favorisant la croissance des plantes (PGPR) sont des bactéries
exogenes introduites dans les écosystemes agricoles agissant positivement sur le
développement des plantes et constituent une alternative écologique a I'utilisation de produits
chimiques dans la production agricole. La présente étude met en évidence l'effet de deux
souches PGPR Pantoea agglomerans Pa et Bacillus thuringiensis B25 individuellement ou en
consortium sur la croissance de deux variétés de blé dur Bousselam et Boutaleb, et sur la
composition, la diversité et la fonctionnalité de la communauté bactérienne de la rhizosphere
cultivable. L’inoculation a été effectuée par I’enrobage des graines avec le carboxyméthyl
cellulose. La survie des souches, sur les graines, durant la conservation, dans la rhizosphere et
dans les racines a été évaluée. Les résultats ont montré que la germination n'était pas affectée
par l'inoculation, alors que, les parametres morpho-biochimiques sont améliorés par
I’inoculation, dans le compost stérile, ou des augmentations de plus de 24,78% dans la
longueur des racines, 60% dans le poids frais des racines et 45% dans le poids sec des feuilles
et des racines de Boutaleb ont été observées. Les teneurs en pigments chlorophylliens a, totale
et caroténoides ont été augmentées significativement, essentiellement chez Bousselam. Alors
que celles de la proline et de la MDA ont été réduites fortement sous ’effet de I’inoculation
chez la méme variété. Dans le sol non stérile, I’inoculation avec les souches Pa et B25 a
amélioré les longueurs foliaire et racinaire de plus de 22%, et le poids frais des feuilles et des
racines de 30% chez Bousselam. L’inoculation a augmenté aussi la teneur des pigments
chlorophylliens et des sucres totaux chez les deux variétés, et a diminué le taux de proline et
de la MDA dans les feuilles de Bousselam. L’effet de I’inoculation et de la co-inoculation sur
la densité bactérienne de la communauté cultivable était négligeable, alors que la diversité de
la population rhizobactérienne et endophyte ayant des activités PGP (production AIA, ACC
désaminase et siderophores, fixation d’azote et solubilisation des phosphates) a été

significativement améliorée.

Mots clés : PGPR; inoculation; blé dur; germination; croissance des plantes; enrobage des

graines.



Abstract

Plant-growth-promoting bacteria (PGPR) are exogenous bacteria introduced into
agricultural ecosystems that positively affect plant development and are an ecological
alternative to the use of chemicals in agricultural production. This study highlights the effect
of two PGPB strains Pantoea agglomerans Pa and Bacillus thuringiensis B25 individually or
in consortium on the growth of two durum wheat varieties Bousselam and Boutaleb, and on
the composition, the diversity and functionality of the bacterial community of the cultivable
rhizosphere. Inoculation was carried out by coating the seeds with cellulose carboxymethyl.
The survival of strains on seeds during storage in the rhizosphere and in roots was assessed.
The results showed that germination was not affected by inoculation, while morpho-
biochemical parameters are improved by inoculation, in a sterile compost, where increases of
more than 24.78% in root length, 60% in the fresh weight of the roots and 45% in the dry
weight of the leaves and roots of Boutaleb were observed. Chlorophyll a, total and
carotenoides pigment levels were significantly increased, mainly in Bousselam. While those
of proline and MDA were greatly reduced by inoculation in the same variety. In non-sterile
soil, inoculation with Pa and B25 strains improved leaf and root lengths by more than 22%,
and fresh leaf and root weight by 30% in Bousselam. Inoculation also increased chlorophyll
pigments and total sugars in both varieties, and decreased proline and MDA levels in
Bousselam leaves. The effect of inoculation and co-inoculation on the bacterial density of the
cultivable community was negligible, while the diversity of the rhizobacterial and endophyte
population with PGP activities (AlA production, ACC deaminase and siderophores, nitrogen

fixation and phosphate solubilization) has been significantly improved.

Keywords : PGPR; inoculation; durum wheat; germination; plant growth; seed coating.
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Introduction

Au milieu du XXle siécle, la population mondiale pourrait augmenter de 26%, ajoutant 2
milliards aux 7,6 milliards actuels. Les estimations montrent que pour nourrir 9,5 milliards
de personnes, I'agriculture nécessiterait de produire 60 a 70% de céréales en plus (Kogan,
2019). Les organisations des Nations Unies prévoient une croissance demographique
continue et, d'ici 2050, ce chiffre devrait se situer entre 8,3 et 10,9 milliards de personnes,
tandis que les tendances actuelles indiquent une version plus grande (Prosekov et lvanova,
2018). En parallele, le commerce mondial des céréales en 2017/2018 a baissé d'environ 5
millions de tonnes (1,2%) pour s'établir a 391 millions de tonnes, ce qui sera la premiere
réduction en guatre ans (Prosekov et lvanova, 2018).

Les pratiques agricoles actuelles, telles que les apports d'engrais, de pesticides et de
déchets animaux, ont des effets néfastes sur I'environnement, car elles polluent fortement
I’air, le sol et I’eau et diminuent la diversité biologique des écosystemes. Il est donc
nécessaire de développer de nouvelles stratégies agricoles (Ma, 2019). Le codt croissant
des engrais et la demande d'aliments sans pesticides ont conduit a la recherche d'une
approche alternative qui pourrait atténuer le probléeme (Gusain et Bhandari, 2019).
L'agriculture moderne offre le potentiel d'une alimentation durable de la population
mondiale croissante. Jusqu'a présent, les produits génétiqguement modifiés (GM) ont permis
d'augmenter les rendements et de réduire l'utilisation des pesticides. Néanmoins, les
produits GM sont controversés parmi les décideurs politiques, les scientifiques et les
consommateurs, en ce qui concerne leurs éventuels risques environnementaux, écologiques
et sanitaires (Tsatsakis et al., 2017).

L'utilisation de rhizobactéries favorisant la croissance des plantes (PGPR) comme
biofertilisants efficaces semble étre un outil idéal pour atténuer la dépendance mondiale
aux produits agrochimiques dangereux et améliorer la sécurité alimentaire (Gusain et
Bhandari, 2019).

L'effet bénéfique de I'inoculation sur la population microbienne peut étre direct, en raison
d'un apport accru de phosphate (P) et d’azote (N) disponible, ou indirect, par le biais de
changements dans le taux de croissance et les activités métaboliques des cultures (Canbolat
et al., 2006). Au cours des derniéres décennies, un grand nombre de bactéries telles que
Bacillus spp., Azospirillum spp., Pseudomonas spp. et Azotobacter spp. ont été signalées
pour améliorer la croissance et le développement des plantes (Sabeti et al., 2019).

L'inoculation avec Planomicrobium chinense, Bacillus cereus et Pseudomonas fluorescens
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a considérablement amélioré les paramétres de rendement du blé (Khan et al., 2019).
Azotobacter spp. pourrait ameéliorer les stress de diverses cultures agricoles qui se
développent en raison des agents biotiques et abiotiques (Sumbul et al., 2020).

L’application des PGPR dans un consortium avec des bactéries synergiques ayant de
multiples caractéristiques favorisant la croissance des plantes peut étre utilisée pour
stimuler la production de blé de maniere durable (Ashok Kumar et al., 2017). Les
combinaisons de souches PGPR sont nettement meilleures que tout antagoniste individuel,
en plus de la suppression de la maladie, le traitement avec un mélange de souches a permis
I’augmentation de la hauteur des plants et du nombre de talles, et finalement du rendement
en grains (Nandakumar et al., 2001). La co-inoculation des plantes est un moyen de
prévenir la limitation du phosphore et pour une utilisation judicieuse des engrais chimiques
(Bechtaoui et al., 2020). La réponse agronomique a l'inoculation dépend également des
communautés microbiennes indigénes, parmi lesquelles des micro-organismes ayant une
capacité de fixation biologique de I'azote (Di Salvo et Garcia de Salamone, 2019). Une
question plus large est de savoir si I'inoculation peut entrainer des changements dans la
structure de la communauté qui augmente les fonctions de la promotion de la croissance
des plantes et de la suppression des maladies de la communauté résidente (Martinez-
Viveros et al., 2010). Par exemple, I'inoculation avec Azospirillum lipoferum CRTL, a
affecté la taille et la composition taxonomique des communautés fonctionnelles impliquées
dans la fixation de l'azote et la désamination de I'ACC, (Renoud et al., 2022). De méme ,
Iinoculation des graines d'orge (Hordeum vulgare) avec des Bacillus a augmenté le
nombre bactéries totales ainsi que celui des bactéries solubilisant le phosphate (Canbolat
et al., 2006). Une autre étude de Roesti et al., 2006, rapporte que les bio-inoculants
produits a partir des PGPR ou champignons mycorhiziens arbusculaires (AMF), ont induit
une modification significative de la structure de la communauté bactérienne du blé. De
plus, I'inoculation avec un champignon mycorhizien arbusculaire Funneliformis mosseae
IMAL et avec une bactérie Lactobacillus plantarum B.MD.R.A2 a entrainé une sélection
dans la composition de la communauté endophyte racinaire de deux variétés de blé
augmentant lI'abondance de certains genres et especes d'Actinobacteria et de Bacteroidetes
(Agnolucci et al., 2019). L'inoculation du soja par Paenibacillus mucilaginosus avait
diminué la richesse et la diversité bactériennes mais, elle avait aussi, favorisé des micro-
organismes spécifiques par la sélectivité et I'enrichissement des exsudats racinaires. De

plus, de nombreuses classes et genres bactériens, qui étaient associés a la fixation




symbiotique de l'azote, a la promotion de la croissance des plantes, au contréle biologique
et a I'amélioration de I'activité des catalases du sol, étaient surreprésentés (Ma et al., 2018).
Outre les paramétres de croissance, les enzymes de défense, les enzymes du sol et la
diversité microbienne ont été modulées de maniere significative dans les plantes inoculées
individuellement et en consortiums avec Pseudomonas putida NBRIRA et Bacillus
amyloliquefaciens NBRISN13 (Kumar et al., 2016).

L’objectif de ce travail est d’évaluer, d’une part, I’impact stimulateur de 1’inoculation par
des souches PGPR Pantoea agglomerans Pa et Bacillus thuringiensis B25 sur la faculté
germinative des graines et sur la croissance végétale de blé dur dans un milieu
hydroponique et dans un sol non stérile. D’autre part, I’effet de ces souches sur la

composition de la communauté rhizobactérienne cultivable bénéfique sera, aussi, analysé.




1. Revue bibliographique

L'agriculture est I'une des plus grandes et des plus importantes branches de I'industrie qui
produit des aliments (Garbowski et al., 2023), environ 37,6% (c'est-a-dire 4889 millions
d'hectares) de la superficie terrestre totale du monde est classée comme "zone agricole” par
la FAO (Ritchie et Roser, 2013). Rien qu’en 2019, 883 millions de personnes travaillaient
dans le secteur agricole. En moyenne, cinq travailleurs sur dix dans 1I’Afrique étaient
employés dans le secteur agricole (48,9 %) en 2019 (FAOQ, 2022). Il ne sera pas surprenant
que l'agriculture emploie une plus grande part de la population en Afrique (Bandiera et al.,
2022). 11 s’agit du secteur économique le plus important dans de nombreux pays et il
représente la principale source de nourriture et de revenus pour les plus démunis (FAO,
2018).

Les cultures céréaliéres sont les aliments de base qui ont une grande importance dans
I'alimentation d'un individu (Yadav et al., 2020). L'un d'entre eux est le blé qui a son
propre impact sur le corps humain. Le blé est la source la moins chére des principaux
nutriments et assure la sécurité alimentaire et nutritionnelle de la population majoritaire du
pays (Polisetty et Paidipati, 2020). Le blé est une source de nutriments de base pour
environ 40 % de la population mondiale (Giraldo et al., 2019). Le changement climatique
devrait entrainer une baisse de la production mondiale de blé de -1,9 % d'ici le milieu du
siecle (Pequeno et al., 2021). Au temps que la demande de nourriture augmente
énormément avec la croissance de la population mondiale (Wang et al., 2022).
Aujourd'hui, avec une croissance fortement accélérée au cours des derniers siécles, nous
avons atteint environ 8 milliards de personnes (Milner et Boldsen, 2023). Les dernieres
projections des Nations Unies suggérent que la population mondiale pourrait atteindre
environ 9,7 milliards en 2050 (UN, 2022), et en termes d’énergie alimentaire, environ un
milliard de personnes dans le monde ne répondent méme pas aux besoins alimentaires de
base (Hossain et al., 2020). Ce qui pose un défi important pour assurer la sécurité
alimentaire, car les nutriments et la fertilité du sol sont limités et diminuent avec le temps.
Il est donc nécessaire d’accroitre la productivité agricole pour répondre a la demande
alimentaire d’une population croissante (Fasusi et al., 2021), sachant que, les possibilités
d'étendre la superficie des terres arables sont limitées (Nyyssold et al., 2022).
L'intensification actuelle des pratiques agricoles se traduit déja par une dégradation non
durable des sols. Les principales formes de cette dégradation comprennent la perte de

matiére organique et la libération de gaz a effet de serre, I'application excessive d'engrais,
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I'érosion, la contamination, I'acidification, la salinisation et la perte de diversité génétique
(Kopittke et al., 2019). Rien qu’en 2020, 295 milliards d’heures de travail potentiel ont été

perdus en raison de I’exposition a la chaleur extreme (Aghbashlo et al., 2022).

Natural ecosystem Use of soils and their degradation by
agricultural intensification
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Fig. 1. Impact de l'intensification agricole sur les sols, y compris la dégradation par la perte
de matiere organique du sol et la libération de gaz a effet de serre (B, D), I'érosion (C),
I'application excessive d'engrais, la contamination des sols, l'acidification, la salinisation et
la perte de diversité génétique des sols (D) (Kopittke et al., 2019).

1. 1. Impacts du changement climatique sur ’agriculture

Le stress environnemental représente un défi majeur dans notre quéte d’une production
alimentaire durable car il réduit les rendements potentiels jusqu’a 70% dans les plantes
cultivées. Le stress hydrique causé par la sécheresse et la gravité de la température est le
stress abiotique le plus répandu qui limite la croissance et la productivité des plantes
(Agarwal et al., 2006). Plus de 60 pour cent des terres irriguées sont soumises a un stress
hydrique élevé et si on n’agit pas, I’augmentation de la demande d’eau conjuguée aux
effets du changement climatique risque d’aggraver la situation (FAO, 2020). Ainsi, les sols
salinisés se sont continuellement dilatés dans I’espace et dans le temps et ont été
significativement corrélés aux taux de précipitations (Bannari et Al-Ali, 2020).
L’Organisation des Nations Unies pour 1’alimentation et I’agriculture (FAQO) affirme
qu’environ 397 millions d’hectares (ha) de terres ont été salinisés dans le monde. Elle a
¢galement déclar¢ que sur 230 millions d’hectares de terres irriguées, 45 millions

d’hectares (19,5%) ont été affectés par la salinité et que sur 1500 millions d’hectares de
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terres arides, 32 millions d’hectares (2,1%) ont été soumis a un stress salin (Maheshwari et
Dheeman, 2019).

L’aridité aussi, augmentera généralement dans des conditions d’augmentation du CO et de
réchauffement climatique associé (Greve et al., 2019). Par exemple, en cas de rendement
élevé en COy, le blé peut augmenter jusqu’a 36%, mais la concentration en protéines du
grain diminue et un changement dans la composition se traduit par une réduction des
propriétés fonctionnelles (Nuttall et al., 2017).

Les changements liés au climat ont un impact significatif sur la productivité des cultures, la
vulnérabilité aux maladies et la persistance des maladies des plantes. La température, les
précipitations, I’humidité, la rosée, le rayonnement, la vitesse du vent ont tous une
incidence sur la croissance, la propagation et la survie des maladies des cultures. Des
températures et une humidité de I’air plus élevées stimulent la germination des spores
des microorganismes pathogenes et la croissance de bactéries et des champignons chez
les plantes et facilitent la propagation des maladies (Chavula et al., 2019).

Le changement climatique aggrave encore la dégradation des terres, 1’érosion et la fertilité
des sols (Pawlak et Kotodziejczak, 2020). Le sol érodé emporte les nutriments vitaux des
plantes tels que I’azote, le phosphore, le potassium et le calcium. Ce qui pourrait entrainer
la perturbation des communautés microbiennes, la disparition de la végetation et la
diminution de I’habitat des animaux, entrainant ainsi une perte de la biodiversité et
I’extinction des animaux (Pimentel, 2006). Les microorganismes telluriques
(champignons, bacteries, protozoaires et algues) sont des composants fondamentaux des
agroécosystemes et sont cruciaux pour la dynamique vitale du sol et les fonctions telles que
le cycle des nutriments, la fertilité et la productivité des sols (Dubey et al., 2019). Le
changement climatique affecte le fonctionnement et I’abondance relative des communautés
microbiennes présentes dans le sol (Catania et al., 2022; Dubey et al., 2019). Il peut
influencer la structure et la diversité des communautés microbiennes et leurs fonctions
directement (par exemple, saisonnalité et température) ou indirectement (par exemple,
composition des plantes, litiere végétale et exsudats racinaires) (Cavicchioli et al., 2019).
Certains pensent que si le changement climatique n’est pas maitrisé, la production agricole
pourrait bien s’effondrer, entrainant une famine catastrophique a travers le monde
(Leridon, 2020). En paralléle, La population qui se multiplie exerce une pression immense
sur les terres agricoles pour obtenir plus de rendements, ce qui entraine une utilisation de

plus en plus importante d’engrais chimiques (Shaharoona et al., 2008).




1. 2. Les engrais chimiques

Du milieu du 20éme siccle jusqu’a ce jour, les engrais chimiques ont aidé a nourrir la
population mondiale. Cela a été fait en fournissant les nutriments nécessaires, tels que le
phosphore (P), ’azote (N) et le potassium (K), aux plantes (Fasusi et al., 2021). Les
engrais chimiques ont joue un réle important dans la révolution verte, mais leur utilisation
excessive a entrainé une reduction de la fertilitt des sols et une dégradation de
I’environnement (Gyaneshwar et al., 2002). En outre, la production de cultures dépendant
en grande partie de produits chimiques synthétiques a également diminué la qualité
nutritionnelle des produits, ce qui affecte finalement la santé humaine (Bhardwaj et al.,
2014; Kumar et al., 2017; Prakash et Arora, 2019).

En général, 60 % a 90 % du total des engrais appliqués sont perdus et les 10 a 40 %
restants sont absorbés par les plantes (Bhardwaj et al., 2014). De plus, 1’augmentation de
’utilisation d’engrais a affecté la fertilité des sols, la qualité de I’eau, la qualité de lair et
les émissions de gaz a effet de serre en raison de I’inefficacité¢ de la mise en ceuvre des
engrais et de 1’absorption par les plantes (Omran et Negm, 2020). L’utilisation d’engrais
chimiques n’est pas bénéfique car elle affecte les communautés microbiennes du sol a
grande échelle. La toxicité des engrais chimiques diminue la fertilité du sol et provoque
une perturbation microbienne (Chaudhary et al., 2019). Un niveau élevé de dépendance a
I’égard des engrais chimiques comme moyen d’augmenter la production alimentaire a nui a
I’équilibre écologique et devient trop cotliteux pour de nombreux agriculteurs (Babalola,
2010; Fasusi et al., 2021). Les engrais chimiques épuisent les energies non renouvelables
par des effets secondaires, tels que le lessivage et la pollution des bassins d’eau, détruisant
les micro-organismes et les insectes bénéfiques, rendant la culture plus vulnérable aux
attaques de maladies, reduisant la fertilitté des sols, causant ainsi des dommages
irréparables a I’ensemble du systéme (Babalola, 2010; Hazra, 2016). L’engrais chimique
a également des effets néfastes, tels que la contamination des eaux souterraines par les
nitrates et la croissance de mauvaises herbes aquatiques non ciblées (Verma et al., 2001).
En Chine, la sur- utilisation d’engrais azotés contribue de maniere substantielle a
I’acidification des sols.

Depuis 1980, la production agricole a augmenté avec ’augmentation rapide de la
consommation d’engrais azotés. La diminution de I’efficacité¢ de I’utilisation de 1’azote,
principalement due a I’acidification croissante des sols, résulte de cette pratique ( Lima et

al., 2021; Maheshwari, 2011). De plus, environ un tiers de 1’azote appliqué (urée-N ou
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nitrate-N, qui est appliqué comme engrais) est consommeé par la plante ; le reste de I’azote
peut pénétrer sous forme de nitrate dans les eaux souterraines et constitue un danger
potentiel pour la santé¢ de I’environnement. L’exces d’azote peut également produire de
I’oxyde nitreux (N20), un gaz a effet de serre efficace (Maheshwari et Dheeman, 2019).

En revanche, pour éviter les pertes alimentaires causées par les maladies fongiques, les
agriculteurs aujourd'hui sont largement tributaires des fongicides synthétiques (Ons et al.,
2020). Les fongicides chimiques sont utilisés depuis longtemps pour lutter contre la
pourriture post-récolte. Cependant, la dépendance excessive a I'égard des fongicides
chimiques traditionnels a entrainé divers problemes, tels que des résidus de fongicides, la
pollution de I'environnement et une résistance accrue des agents pathogenes aux fongicides
(Zhang et al., 2020). L’utilisation répétée des nouveaux fongicides a faible impact entraine
le développement d’une résistance aux fongicides chez les agents pathogeénes (Mavrodi et
al., 2017). Le principal impact environnemental du pesticide est sur la perte de la
biodiversité microbienne tellurique et aquatique due a son lessivage dans le sol et I’ecau
(Omran et Negm, 2020). En addition, les pesticides sont chers, toxiques, dangereux et
polluants (Dave et al., 2020).

En conclusion, la fertilité des sols a considérablement diminué dans de nombreuses régions
du monde en raison de ’agriculture intensive, du surpaturage, de la pollution de I’eau, de
I’utilisation croissante d’engrais et de pesticides, de la salinisation, de la déforestation et de
I’accumulation de déchets non biodégradables. Le changement climatique a aggravé
encore la dégradation des terres, 1’érosion et la fertilit¢ des sols (Chalise et al., 2019;
Gupta, 2019).
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Fig. 2. Conséquences néfastes générales des intrants chimiques sur I'agriculture et la santé
humaine (Rad et al., 2022).

Pour assurer la seécurité alimentaire, il faut tout mettre en ceuvre pour prévenir le
changement climatique et développer une agriculture durable (Wang et al., 2022). La
durabilité environnementale, en particulier pour une agriculture durable, doit étre exempte
d’utilisation abusive d’engrais chimiques gachant simultanément la diversité biologique et
la fertilité des sols. Elle a soulevé, aussi, plusieurs préoccupations pour trouver des
alternatives d’origine naturelle (Maheshwari et Dheeman, 2019). Il est donc urgent de
développer une solution respectueuse de 1’environnement pour améliorer la production
agricole et promouvoir simultanément une agriculture durable sous I'impact de divers
facteurs, tels que le changement climatique (Prakash et Arora, 2019; Wang et al., 2022).

La production durable de plus de nourriture pour la consommation humaine nécessite une
technologie qui permet une meilleure utilisation des ressources limitées, y compris la terre,
I'eau et les engrais (Frona et al., 2019). De nos jours, la communauté scientifique s’est
concentrée sur une approche de gestion alternative respectueuse de 1’environnement
(Choudhary et al., 2019).

Etant donné que les micro-organismes présents dans la rhizosphére sont importants pour la
santé¢ des végétaux et les cycles biogéochimiques, I’ingénierie de la rhizosphére pourrait
enfin mettre fin a 1’utilisation de produits agrochimiques en substituant leurs fonctions par
des microorganismes bénéfiques (Alawiye et Babalola, 2019). Depuis longtemps, les
microorganismes jouent un rdle important dans la fourniture d’un environnement sans

pollution (Rana et al., 2022). La rhizosphére du sol est riche en microflore qui posséde des
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propriétés fascinantes, supprimant les phytopathogénes et favorisant la croissance des
plantes (Dave et al., 2020). L’agriculture biologique dépend principalement de la
microflore naturelle du sol constituant toutes sortes de bactéries et de champignons utiles,
y compris les champignons mycorhizes arbusculaires (CMA) et les rhizobactéries

favorisant la croissance des plantes (PGPR) (Bhardwaj et al., 2014).

1. 3. Les microorganismes benéfiques pour les plantes (PBM)

L'agriculture durable dépend de la santé des sols et de la diversité des microorganismes. La
recherche actuelle doit donc se concentrer sur la gestion du microbiome des sols.
L'utilisation de microorganismes bénéfiques (qui améliorent la santé et la qualité de la
plante, et aident au recyclage des résidus de culture qui ont également des effets plus
faibles sur I'environnement) sont des pratiques vitales pour la production durable d'énergie
et de nourriture (Dubey et al., 2019). Les microorganismes bénéfiques pour les plantes
(PBM) sont considérés comme une voie alternative naturelle pour atténuer la pression sur
I'environnement résultant de I'agriculture conventionnelle (Rocha et al., 2019). Le role de
la microbiologie de la rhizosphere a été établi comme une aréne d'agriculture et d'économie
durables. Dans cette quéte, La recherche de microorganismes bénéfiques souhaités, y
compris les bacteries, les champignons, les actinobacteéries, les protozoaires et les algues,
est de loin la plus courante (Maheshwari et Dheeman, 2019). Les organismes bénéfiques
de la rhizosphere les plus fréquemment étudiés sont les mycorhizes, les Rhizobium, les
rhizobactéries favorisant la croissance des plantes (PGPR) et les microorganismes de

biocontrole (Dastogeer et al., 2020).

1. 3. 1. Bactéries favorisant la croissance des plantes (PGPB) en tant qu'alternatif
biologique

La plupart des sols contiennent des niveaux tres élevés de bactéries (souvent estimés a
environ 108 & 10° cellules bactériennes par gramme de sol). Certaines de ces bactéries sont
des PGPB, certaines sont des phytopathogenes et certaines n'ont aucun effet perceptible sur
la croissance des plantes (Gamalero et al., 2022). Les PGPB peuvent soit se fixer a la
surface externe de la plante, comme les racines (rhizosphére) ou les feuilles (phyllosphere),
soit coloniser les tissus internes de la plante, créant une relation endophytique (Belaouni et
al., 2023). Les bactéries rhizosphériques bénéfiques vivant librement sont généralement
appelées "rhizobactéries favorisant la croissance des plantes” (PGPR) (Yadav et al., 2020).
Ces bactéries sont associées a la rhizosphére, la partie du sol sous l'influence des racines
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des plantes et de leurs exsudats (Garcia-Fraile et al., 2015). Ils sont des micro-organismes
du sol qui habitent la rhizosphére ou les racines des plantes pendant la croissance et le
développement des plantes (Wang et al.,, 2020). Conceptuellement, les "PGPR"
représentent la partie bénéfique du microbiome rhizosphérique et peuvent avoir un effet
positif sur la croissance et le développement des plantes par des mécanismes directs ou
indirects (Yadav et al., 2020). Les PGPR sont des bactéries non pathogenes, fortement
colonisatrices de la surface des racines des plantes, qui augmentent le rendement des
plantes par un ou plusieurs mécanismes (Babalola, 2010). lls ont été définis pour la
premiére fois par Kloepper et Schroth (1978) pour expliquer les microorganismes du sol
qui sont destinés a habiter la zone des racines des plantes aprés l'inoculation des graines
pour promouvoir la croissance des plantes (Koul et al., 2019). Kloepper et Schroth (1981)
ont appelé ces rhizobactéries bénéfiques des rhizobactéries favorisant la croissance des
plantes (PGPR) (Bhattacharyya et Jha, 2012). Environ 2 a 5% des rhizobactéries,
lorsqu'elles sont réintroduites par inoculation végétale dans un sol contenant une
microflore compétitive, exercent un effet bénéfique sur la croissance des plantes et sont des
PGPR (Kumari et al., 2019). Ces découvertes peuvent offrir un potentiel pour les
applications des PGPR afin d’améliorer la production agricole et la durabilité.
Actuellement, les producteurs sont confrontés a la necessité de réduire les intrants comme
I’eau et les applications d’engrais tout en augmentant simultanément la production
(Chaparro et al., 2012).

Les principaux habitants des racines représentent deux embranchements bactériens : les
protéobactéries, qui comprennent de nombreux membres favorisant la croissance, et les
actinobactéries, dont beaucoup sont connues pour produire des composés antimicrobiens
(Berg et al., 2013). Ces bactéries appartennant aux genres Acetobacter, Acinetobacter,
Alcaligenes, Arthrobacter, Azoarcus, Azospirillum, Azotobacter, Bacillus, Beijerinckia,
Burkholderia, Derxia, Enterobacter, Gluconacetobacter, Herbaspirillum, Klebsiella,
Ochrobactrum, Pantoae, Pseudomonas, Rhodococcus, Serratia, Stenotrophomonas et

Zoogloea ont fait I'objet de recherches approfondies au fil des ans (Babalola, 2010).

1. 3. 2. Interaction plante-bactérie

En raison de leur mode de vie statique, les plantes doivent optimiser leur santé dans les
environnements biotiques dont elles font partie (Dubey et al., 2019). Dans les milieux
naturels, les plantes sont exposées a divers microbiotes avec lesquels elles interagissent de

maniere complexe (Rodriguez et al., 2019). L'association entre les plantes et les micro-
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organismes remonte a plus de 400 millions d'années ; il existe des archives fossiles qui
soutiennent I'établissement d'interactions entre les plantes et certains champignons, tels que
les mycorhizes arbusculaires (Orozco-Mosqueda et al., 2022; Santoyo, 2022). L'interaction
entre les bactéries et la plante peut étre nocive ou neutre et parfois s'averer bénéfique pour
celle des plantes (Maheshwari et Dheeman, 2019). Les micro-organismes pathogenes et
mutualistes semblent étre les principaux facteurs qui, en plus d'influencer I'aptitude des
plantes, utilisent également les plantes hétes pour leur proliferation (Dubey et al., 2019).
Le systeme immunitaire des plantes doit faire la différence entre les microorganismes
bénéfiques et pathogénes et mettre en place des réponses appropriées, mais diamétralement
opposées, permettant la colonisation ou la défense (Rodriguez et al., 2019).

La rhizosphere est I'un des écosystemes les plus complexes de la planéte, considérée
comme un point chaud des interactions plantes-microorganismes (Ali et al., 2017; Kong et
Liu, 2022; Maheshwari et Dheeman, 2019). La rhizosphére des plantes possede une riche
communauté de microorganismes bénéfiques. Une telle communauté microbienne vit en
étroite association avec les plantes et interagit avec elles (Jung et al., 2017). Il y a une
interaction entre la plante en développement et une gamme de microorganismes habitant le
sol entourant la plante pendant la période de germination de la graine et la croissance de la
plantule. Pendant la germination de la graine en plantule, les matiéres organiques sont
libérées au fur et a mesure que les racines se développent dans le sol et cela déclenche les
activités de la diversité des microorganismes dans la région des racines de la plante et dans
le sol entourant la plante avec un petit millimetre d'épaisseur (Odelade et Babalola, 2019).
Les signaux chimiques émis par les micro-organismes du sol sont recus et reconnus par les
plantes, puis traités par la libération de composés chimiques sous forme d'exsudats
racinaires (Chaparro et al., 2012). Les exsudats racinaires sont impliqués en tant que
déterminant clé de la structure de la communauté microbienne de la rhizosphere (Dennis et
al., 2010). Ces métabolites agissent comme des signaux chimiques permettant aux
bactéries mobiles de se déplacer vers la surface des racines, mais représentent également
les principales sources de nutriments disponibles pour soutenir la croissance et la
persistance dans la rhizosphere (Nihorimbere et al., 2011). En effet, Les plantes alimentent
le microbiome de la rhizosphére avec des métabolites de carbone et d'azote par I'exsudation
des racines. A leur tour, les microorganismes bénéfiques contribuent a I'absorption des
nutriments, a la régulation des phytohormones et a la résistance aux stress biotiques et

abiotiques de la plante (Kong et Liu, 2022). Ainsi, cette association est attendue, puisque
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les micro-organismes sont apparus avant les plantes et ont colonisé une grande partie des
écosystemes de la planéte (Santoyo, 2022). Les plantes et les PGPB participent a de
nombreux évenements de signalisation moléculaire qui établissent des relations
symbiotiques, endophytes ou associatives spécifiques. Ces relations varient selon les
génotypes végétaux et les souches bactériennes et selon le degré de proximité entre les
racines et le sol environnant (Fig. 3) (Ambrosini et al., 2016). De plus, la haute valeur
nutritionnelle des métabolites primaires et secondaires modifie I'assemblage
physicochimique des microorganismes du sol et induit également la division et la

colonisation des cellules microbiennes (Mondal et Baksi, 2022).

/ Symbiotic Endophytic Associative Rhizospheric \
| inside lequminous nodules intercellular spaces rhizoplane-adhered rhizosphere-associated '

root bacterium

rhizoplane

rhizosphere nodules

Fig. 3. Différents types d'association entre les racines des plantes et les bactéries
bénéfiques du sol (Ambrosini et al., 2016).

1. 3. 3. Impact des PGPR sur la croissance végétale

Les plantes sont des méta-organismes ou des holobiontes qui dépendent en partie de leur
microbiome pour des fonctions et des traits spécifiques. Les racines des plantes hébergent
des communautés bactériennes distinctes qui affectent profondément la santé, le
développement, la vigueur, la résistance aux maladies et la productivité des plantes
(Mavrodi et al., 2017). Environ 27 % du carbone fixé produit par les plantes est secrété par
les exsudats racinaires (Gupta et al., 2021). Les plantes nourrissent les communautés de la
rhizosphére et influencent leur activité en déposant jusqu'a 40 % de carbone fixé par
photosynthése dans le sol qui entoure directement les racines des plantes (Mavrodi et al.,
2017). Pourquoi la plante utiliserait-elle un tel grand pourcentage de son énergie pour
produire et libérer ces rhizodépdts ? Il s'agit peut-étre d'attirer les micro-organismes qui
rendent service a la plante en sécrétant des hormones de croissance, en prévenant les
maladies ou en acquérant des nutriments par les excrétions d'un systeme racinaire
biochimiquement actif (Chaparro et al., 2012). La rhizosphére soutient des communautés
microbiennes complexes associées aux plantes qui jouent un réle vital dans le maintien de
la santé des plantes. Les rhizobactéries favorisant la croissance des plantes (PGPR) sont

des bactéries du sol naturelles capables de bénéficier aux plantes en améliorant leur
=

13




productivité et leur immunité (Garcia-Fraile et al., 2015). Les PGPR présents encouragent
les effets bénéfiques sur la santé et la croissance des plantes, suppriment les
microorganismes pathogeénes et accélérent la disponibilité et I'assimilation des nutriments
(Babalola, 2010). Les avantages pour la croissance des plantes dus a I'ajout de PGPR
comprennent des augmentations des taux de germination, de la croissance des racines, du
rendement (y compris la graine), de la surface foliaire, de la teneur en chlorophylle, de la
teneur en magnésium, de la teneur en azote, de la teneur en protéines, de l'activité
hydraulique, de la tolérance a la sécheresse, du poids des feuilles et des racines, et la

sénescence retardée des feuilles (Lucy et al., 2004).
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Fig. 4. Mécanismes de l'induction mediée par les PGPR dans la tolérance des plantes au
stress hydrique (Gowtham et al., 2022).

Les résultats de Ali et al. (2011) ont indiqué une amélioration de la performance de la
souche AKMP7 de Pseudomonas putida sur la survie et la croissance des plants de blé
soumis a un stress thermique. Cette bactérie a considérablement augmenté la longueur des
racines et des feuilles, la biomasse séche de 1’épi et de la graine de blé. Ce résultat suggere
le rble possible des micro-organismes dans [’atténuation des effets néfastes des
changements climatiques sur la croissance des cultures et pourrait conduire au
développement d’une technologiec adaptée au climat basée sur les microorganismes
(Cavicchioli et al., 2019). L’inoculation avec les souches productrices de 1’enzyme acide
amino cyclopropane carboxyclique désaminase (ACC désaminase) a réduit la production
d’éthyléne sous stress salin (Bal et al., 2013). Certains PGPR sont capables de sécréter des

exopolysaccharides (EPS) pour se protéger et, par conséquent, protéger leurs plantes hotes
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contre les fluctuations environnementales et autres stress abiotiques tels que la sécheresse,
la salinité ou la pollution par les métaux lourds (Morcillo et Manzanera, 2021). Plusieurs
modes d’actions sont attribués aux EPS, parmi lesquels: (i) une grande capacité de
rétention d'eau ; (ii) capacité de modification de la structure de la matrice du sol et la
connectivité des pores ; (iii) changement des propriétés physico-chimiques de l'eau

(tension superficielle et viscosité) (Zheng et al., 2018).
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Fig. 5. Exopolysaccharides produits par des PGPR entrainant une atténuation du stress
hydrique chez les plantes (Gowtham et al., 2022).

Les EPS aident, aussi, a la rétention de la fertilité du sol et protegent I'environnement lors
de conditions défavorables (Chaudhary et al., 2020).Un autre avantage majeur de
I'utilisation des PGPR est la résistance des plantes contre les maladies , parfois appelée
«contréle biologique» (Lucy et al., 2004). Les inoculants microbiens, lorsqu'ils sont
utilisés comme inoculum composite, ont montré une efficacité maximale dans la
suppression des maladies avec l'augmentation caractéristique de la teneur en chlorophylle,
du nombre total de feuilles, de la hauteur des feuilles et facilitant ainsi le rendement global
des cultures que lorsqu'ils sont inoculés individuellement (Bhattacharyya et Jha, 2012).
Les PGPR offrent une approche durable pour augmenter la production et la santé des
cultures (Podile et al., 2014).

De nos jours, les PGPR suscitent beaucoup d'attention dans la recherche agricole et
environnementale en tant qu'outil respectueux de I'environnement pour augmenter le
rendement des cultures, et également en tant que composant des systéemes intégrés de

gestion des éléments nutritifs des plantes (Vandana et al., 2021).
S ——
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Les PGPR comprennent 72 genres bactériens dont Agrobacterium, Azotobacter,
Azospirillum, Bacillus, Burkholderia, Erwinia, Flavobacterium, Micrococcus,
Pseudomonas, Serratia, etc ... Avec l'utilisation de ces genres, les intrants chimiques et
agrochimiques sont voués a étre réduits afin de maintenir les avantages pour la santé
humaine (Koul et al., 2019; Maheshwari et Dheeman, 2019; Vandana et al., 2021). Les
PGPR sont censés remplacer les régulateurs de croissance artificiels, les engrais chimiques
et les pesticides qui imposent divers effets néfastes sur I'agriculture durable (Koul et al.,
2019). lls ont la capacité d'induire une défense contre les insectes herbivores. Certains
microorganismes bénéfiques induisent également une résistance systémique (ISR) contre
les virus pathogenes microbiens, les parasites et les insectes herbivores et certains affichent
une pathogénicité directe des insectes (Maheshwari et Dheeman, 2019). Comme ils sont
sensibles aux changements des conditions abiotiques telles que le stress environnemental,
les microorganismes rhizosphériques sont utilisés comme bioindicateurs de la qualité du
sol (Koul et al., 2019). Des substances favorisant la croissance sont susceptibles d'étre
produites en grande quantité par ces microorganismes de la rhizosphére qui influencent
indirectement la morphologie globale des plantes (Bhattacharyya et Jha, 2012). Ils
entretiennent et réparent également les friches dégradées et contaminées, eutrophisent les
plans d'eau, régulent le ruissellement d'azote et de phosphore et contrdlent la pollution par
les pesticides (Koul et al., 2019). Les PGPR et les champignons mycorhizes arbusculaires
(CMA) pourraient rendre les plantes plus tolérantes aux contaminants nocifs des
hydrocarbures (Xun et al., 2014). Les microorganismes favorisant la croissance des plantes
(PGPM) deviennent une solution efficace au probléme de la toxicité du mercure provenant
des terres agricoles contaminées (Maheshwari et Dheeman, 2019).

Les bactéries associées aux plantes jouent un rdle clé dans le maintien de l'intégrité
écologique et ont des applications agrobiotechnologiques futures dans la gestion des
cultures (Kalam et al., 2017).

1. 3. 3. 1. Modes d’action des PGPR

Les PGPR peuvent étre classés comme biofertilisants, phytostimulateurs et biopesticides,
en fonction de leur mode d'action, certaines bactéries ayant des applications qui se
chevauchent (Bhattacharyya et Jha, 2012; Martinez-Viveros et al., 2010). Il a été observé
que certains micro-organismes, y compris les bactéries favorisant la croissance des plantes,
les champignons, les cyanobactéries, etc. ont montré des activités de type biofertilisant

dans le secteur agricole (Mahanty et al.,, 2016). Les bioinoculants sont des micro-
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organismes respectuecux de 1’environnement (PGPR) jouant un r6le important dans
I’amélioration de la production végétale et sont bénéfiques pour les producteurs et les
consommateurs en protégeant le sol dans des conditions défavorables (Chaudhary et al.,
2020).

1. 3. 3. 2. Mécanismes des rhizobactéries favorisant la croissance des plantes
Comprendre les mécanismes de promotion de la croissance des plantes est important pour
décider quel type de bactérie utiliser avec une plante dans une situation donnée (Lucy et
al., 2004). Les PGPR favorisent la promotion de la croissance des plantes en recrutant
une variété de mécanismes directs et indirects: a savoir la fixation de l'azote
atmosphérique qui est transféré a la plante, la production de sidérophores qui chélatent le
fer et le rendent disponible pour la racine de la plante, la solubilisation de minéraux tels
que le phosphore et la synthese de phytohormones (Shivran et al., 2013). Par exemple, la
synthése de I'acide indole acétique (AlA), de I'acide gibbérellique (GA) et de I'ACC (acide
1-aminocycloprapane-1-carboxylique) désaminase, qui aide a la régulation de la
biosynthése de I'éthyléne (Vandana et al., 2021), la protection des plantes dans des
conditions stressantes, contrecarrant ainsi les impacts négatifs du stress (Garcia-Fraile et
al., 2015). Alors que les mécanismes indirects utilisés par les PGPR comprennent la
protection antibiotique contre les bactéries pathogenes, la réduction du fer disponible pour
les phytopathogenes dans la rhizosphére, la synthése d'enzymes de lyse des parois
cellulaires fongiques et la compétition avec des micro-organismes nuisibles pour les sites
sur les racines des plantes (Lucy et al., 2004). Certains PGPR ont plus d'un mécanisme
pour accomplir une croissance accrue des plantes, comme la production d'enzymes, de
facteurs bioactifs, d'antibiotiques, de métabolites ainsi que de promoteurs de croissance
(Babalola, 2010; Singh et al., 2020).
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Fig. 6. Diagramme schématique représentant le mode d'action des PGPR (Chandran et al.,
2021).

1. 3. 4. Effet de PI’inoculation des PGPR sur la communauté microbienne de la
rhizosphére
Il existe des preuves montrant les liens étroits entre les plantes et leur microbiome. Un
microbiome équilibré peut étre la solution pour obtenir des plantes plus saines et plus
productives (Chaparro et al., 2012). Malgré les résultats prometteurs de promotion de la
croissance des plantes couramment rapportés et principalement attribués aux
phytohormones, ou a d'autres composés organiques produits par les inoculants PGPR, peu
d'informations sont disponibles sur les mécanismes potentiels sous-jacents a ces effets
positifs via la modification de la communauté microbienne de la rhizosphére et la
fonctionnalité du sol (Kong et Liu, 2022). La compréhension des processus qui détermine
la composition, la dynamique et l'activité de la microflore de la rhizosphére a suscité
I'intérét de scientifiques de multiples disciplines et peut étre exploitée pour le
développement de nouvelles stratégies pour favoriser la croissance et la santé des plantes
(Raaijmakers et al., 2009). Bien que les micro-organismes individuels tels que les
endophytes, les symbiotes, les pathogenes et les rhizobactéries favorisant la croissance des
plantes soient de plus en plus présents dans la littérature, la plus grande communauté de
micro-organismes du sol, ou microbiome du sol, peut avoir des effets plus profonds.
Chaque micro-organisme fonctionne en coordination avec le microbiome global du sol

pour influer sur la santé des végétaux et la productivité des cultures (Chaparro et al., 2012).
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Notre compréhension pour manipuler et gérer le microbiome de la rhizosphére est tres
limitée. La facon la meilleure et la plus efficace de manipuler le microbiome est la
bioinoculation (Kumar et Dubey, 2020). L’inoculation de PGPR dans le sol aura un grand
impact sur les espéces et 1’abondance des micro-organismes indigénes dans le processus de
formation d’une nouvelle relation de coexistence coopérative avec les micro-organismes
indigenes (Xing et al., 2022).

Il'y a eu peu d'études sur les effets d'un microorganisme introduit sur les membres
indigénes des communautés microbiennes autres que les agents pathogenes (Agrawal et
al., 2018; Gilbert et al., 1993). Il est donc nécessaire d'étudier la dynamique de la
communauté microbienne sur le terrain avant de modifier la pratique agricole, en
particulier lors de I'utilisation de bio-inoculants pour améliorer la santé du sol ou le
rendement des cultures (Roesti et al., 2006). Une facon d'évaluer cette hypothese est
d'analyser I'inoculation d'un "agent microbien” dans la rhizosphére, et d'observer un
réarrangement de la composition microbienne associée ; par conséquent, une amélioration
de la santé, de la croissance des plantes ou de la condition physique sera indirectement
observée par rapport aux plantes qui n'ont pas été préalablement inoculées avec "I’agent

microbien”(Santoyo, 2022).

1. 3. 4. 1. Microbiome de la rhizosphére

L'ensemble du génome microbien habitant un environnement végétal est décrit comme le
microbiome d'une plante ou est appelé génome microbien des plantes (Odelade et
Babalola, 2019) , Il est beaucoup plus grand que celui de la plante et est également appelé
deuxiéme génome de la plante (Berendsen et al., 2012). La population de microorganismes
colonisant I'environnement de la plante peut étre bien supérieure aux concentrations
cellulaires de la plante elle-méme (Odelade et Babalola, 2019). Le terme « microbiome de
la rhizosphére » fait référence aux communautés microbiennes collectives associées a la
rhizosphére végétale (Ali et al., 2017; Mondal et Baksi, 2022). De plus, les microbiomes
trouvés au niveau de la rhizosphere ont une structure et une composition tres diverses avec
une grande influence sur la plante héte (de différentes maniéres), cela peut étre di a la
proximité adjacente & la racine de la plante et & leur association constante (Odelade et
Babalola, 2019). Gu et al. (2022) ont rapporté que des changements dans la composition de
la communauté de la rhizosphére, plutét que dans la diversité globale des especes peuvent

expliquer la santé future des plantes. A un niveau plus détaillé, ils ont découvert que les

19



états du microbiome suppresseurs de maladies étaient associés a des taxons microbiens
specifiques.

Certains auteurs ont designé le rhizobiome comme un ensemble de génomes qui réside
dans une rhizosphére (Orozco-Mosqueda et al., 2022). Le microbiome racinaire est recruté
a partir d'une gamme variée de microorganismes présents dans le sol en vrac environnant
(biome du sol en dehors de la rhizosphére) (Dastogeer et al., 2020; Vandenkoornhuyse et
al., 2015). Relier la composition et la diversité du microbiome a leur fonction est un grand
défi pour les recherches futures (Dastogeer et al., 2020). L'émergence de groupes
dominants dans la rhizosphére a partir de ce biome du sol peut avoir des implications
majeures pour les espéces végétales résidentes (Lareen et al., 2016). La rhizosphere
sélectionne les micro-organismes du sol en vrac pour fonctionner comme une banque de
graines, réduisant la diversité microbienne (Ling et al., 2022). Le groupe de bactéries qui
sont des habitants de la rhizosphére et capables de concourir pour coloniser le systeme
racinaire est connu sous le nom de « rhizobactéries », tandis que le composant microbien
total (procaryotes, eucaryotes et virus) de la rhizosphére est appelé rhizo-microbiome ou
microbiome de la rhizosphere (Yadav et al., 2020). Les bactéries sont responsables de plus
de 95 % des activités microbiennes du sol et sont également dominantes dans de nombreux
sols (Kenneth et al., 2019), souvent estimées a environ 108 & 10° cellules bactériennes par
gramme de sol (Gamalero et al., 2022). Sur la base de leurs expériences sur les radis,
Kloepper et Schroth (1978) ont introduit le terme «rhizobactéries» dans la communauté
bactérienne du sol qui colonisait de maniere compétitive les racines des plantes et stimulait
la croissance, réduisant ainsi I'incidence des maladies des plantes (Bhattacharyya et Jha,
2012). Une partie de la matiere perdue par les racines a un faible poids moléculaire et est
métabolisée par les microorganismes. Les bactéries de la rhizosphére sont
écophysiologiqguement adaptées a ces métabolites chimiques. L'approvisionnement
abondant en carbone organique contenu dans ou émanant des racines des plantes fait de la
rhizosphere une oasis pour la croissance et le maintien des bactéries dans le sol en vrac
(Babalola, 2010). Comprendre la dynamique microbe-microbe et leurs effets sur la
composition des communautés microbiennes est essentiel pour identifier les déterminants
microbiens qui faconnent les communautés microbiennes. Ces connaissances peuvent
fournir des solutions pour créer des microbiomes bénéfiques apparemment présents dans
les sols suppressifs qui peuvent améliorer durablement la production agricole (Lareen et
al., 2016).

20



1. 3. 4. 2. Facteurs affectant les communautés microbiennes de la rhizosphere

La distribution spatiale des microorganismes sur notre planéte est formulée de maniére
célebre dans I'nypothese de Baas Becking comme "tout est partout mais I'environnement
sélectionne”(Fondi et al., 2016). Le plein potentiel des rhizobactéries pour favoriser la
croissance des plantes ne peut étre atteint que lorsqu'il y a une meilleure compréhension
des facteurs contr6lant leur écologie et leur établissement sur les racines (Shweta, et al.,
2008). Cependant, les facteurs et les interactions multipartites qui peuvent entrainer des
changements dans la structure du microbiome racinaire et, par conséquent, affecter la santé
et le développement des plantes, sont trés complexes, dynamiques et mal compris (Lareen
et al., 2016). Les micro-organismes associés aux cultures pourraient étre sélectionnés
directement, en agissant sur des variables environnementales, telles que la disponibilité des
nutriments et de I'eau, le pH du sol, les niveaux d'oxygene du sol, I'identité de la culture ou

d'autres facteurs biotiques ou abiotiques (Agoussar et Yergeau, 2021).

1. 3. 4. 2. 1. Facteurs environnementaux

Les communautés microbiennes hétérogenes des microbiomes rhizosphériques varient
considérablement selon le type de sol, le mode d'utilisation des terres, les especes végétales
et le génotype de I'ndte (Dastogeer et al., 2020; Yadav et al., 2020). L'identité de la plante
hote a une influence significative sur l'identité de son microbiome. Différentes espéces
vegeétales poussant les unes a cote des autres peuvent abriter des microbiomes distincts. Les
especes végétales influencent egalement [l'identité et la diversité des communautés
endophytes (Dastogeer et al., 2020). Sur la base de preuves expérimentales, il ne fait aucun
doute que les plantes créent un environnement qui recrute un rhizomicrobiome spécifique
et faconne des associations microbiennes bénéfiques pour leur croissance (Jamil et al.,
2022). Par exemple, les nombres de Bacillus, Burkholderia, Pseudomonas, Rhizobium, ao-
Proteobacteria et [-Proteobacteria étaient significativement plus élevés dans le sol
d'arachide avec interactions souterraines. Pendant ce temps, des abondances
significativement plus élevées de Bacillus, Rhizobium, Firmicutes et Actinobacteria ont été
observées dans les interactions souterraines dans le sol de mais (Li et al., 2018). En plus, la
présence de différentes espéeces endophytes dans le soja dépendait du génotype de la
plante, de I'age de la plante, des tissus prélevés, ainsi que de la saison d'isolement. Il
semble que les bactéries les mieux adaptées pour vivre a l'intérieur des plantes soient
naturellement sélectionnées (Govindasamy et al., 2010). Les résultats de Zhang et al.

(2019) indiquent que, la richesse et la diversité des communautés étaient plus élevées pour

e ————
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les bactéries et plus faibles pour les champignons, en particulier au stade de la maturité du
poivron. Les caractéristiques des plantes telles que la perméabilité des feuilles, la
mouillabilité, la topographie et les propriétés physicochimiques, les exsudats des racines, la
production d'antibiotiques et I'immunité inhérente des plantes a l'invasion par les
microorganismes peuvent également jouer un réle (Dastogeer et al., 2020). L'histoire
évolutive des plantes influence la composition taxonomique de la communauté bactérienne
associée aux racines (Bouffaud et al., 2016). Le transfert de nutriments des racines des
plantes dans la rhizosphére controle les interactions plantes-microorganismes et les
populations de bactéries ont un rdle fonctionnel au sein des communautés qui permet leur
survie (Maheshwari et Dheeman, 2019). Les métabolites primaires, comme les acides
aminés et organiques, ainsi que les métabolites secondaires, comme les composés
phénoliques, les terpénoides et les alcaloides, sont sécrétés par les racines des plantes, et
ceux-ci ont été trouvés responsables de la captation et de la promotion des micro-
organismes bénéfiques tout en affrontant la croissance du microbiome pathogene dans le
rhizosphere (Mondal et Baksi, 2022).

Apparemment, les signaux chimiques entre les racines des plantes et les microorganismes
influencent la structure et les fonctions de la communauté (Babalola, 2010). Par exemple,
I'éthyléne produit par les racine d’arachide, en tant que signal gazeux, modifie la
composition microbienne et réassemble le réseau de cooccurrence microbienne en
déplacant I'abondance d'une espéce actinobactérienne, Catenulispora sp., qui devient une
cle de voite dans la rhizosphere de I'arachide. Le microbiote de la rhizosphére réassemblé
fournit plus de nutriments disponibles aux racines et soutient la production de graines
(Chen et al., 2020). Les sols peuvent varier en termes de pH, de structure, de texture, de
teneur en matiere organique, de stabilité des microagrégats et de disponibilité des
nutriments. Ces propriétés physico-chimiques des sols peuvent sélectionner directement
des microorganismes spécifiques en créant des environnements de niche qui profitent a
certains types de microorganismes et influencent la disponibilité des exsudats des racines
des plantes affectant le recrutement microbien par la plante (Lareen et al., 2016). Le
carbone organique du sol (COS) et la capacité d'échange de cations (CEC) exercent la plus
forte influence sur la structure de la communauté bactérienne du sol, qui peut également
étre influencée par la biogéographie, car la similitude de la communauté bactérienne
diminue de maniére significative avec I'augmentation de la distance géographique (Catane
etal., 2022).
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La croissance microbienne dans la rhizosphére peut étre limitée par le N et le P
disponibles, le compactage du sol a induit une limitation de la croissance des racines et des
pousses qui s'est traduite par une diminution de la population et de I'activité microbiennes,
la population bactérienne a été stimulée par la diminution de la densité apparente du sol
(Canbolat et al., 2006). La teneur en azote ammoniacal du sol est un facteur clé du sol
affectant la communauté bactérienne de la rhizosphére des arbres a thé sauvages anciens,
ainsi que l'abondance relative de certains phyla/genres bactériens spécifiques tels que les
protéobactéries, les actinobactéries, Chloroflexi, Bryobacter et Acidibacter (Zi et al.,
2020). L'application a long terme de pesticides chimiques altére fortement, et souvent de
facon permanente, la structure de la communauté microbienne rendant impossible une

agriculture durable (Mavrodi et al., 2017).

Influencing Plant-
environmental microorganism
factors interactions

- - 1 . - -
Biotic factors = Positive interaction
e Plant species & cultivars* \ / - 4}; e Biocontrol of pathogens*
* Plant developmental stages 4 ® Plant growth promotion*
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° Enhancement of stress tolerance
to biotic and abiotic factors

* Plant defense mechanisms*
® Animals and grazers

® Human activities

® Soil microbiota

® Pathogen factors*

Microbial f!;lizosphere
communities
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® Soil physicochemical characteristics
o Climate: Temperature & Precipitation*
* Soil treatments/pesticides e

Negative interaction

® Pathogenesis*
¢ Decrease in root vigor

Fig. 7. Facteurs influencant les communautés microbiennes de la rhizosphére et
interactions positives et négatives qui en résultent (Landa et al., 2013).
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1. 3. 4. 2. 2. Inoculation bactérienne et interactions PGPR - communauté microbienne
du sol

La plupart des communautés microbiennes peuplant la rhizosphére agissent comme des
synergistes qui favorisent la croissance et le développement des plantes, améliorent
I'acquisition des nutriments par les plantes et atténuent le stress abiotique en augmentant la
tolérance et l'induction des mécanismes de défense des plantes (Ali et al., 2017). Les
inoculants peuvent également interférer avec la santé du sol et la composition de la
communauté microbienne (Ambrosini et al., 2016). Une attention croissante a été accordee
a la fagon dont l'inoculation des PGPR affecte la communauté microbienne indigéne et
I'activité dans le sol rhizosphérique ou le sol en vrac (Kong et Liu, 2022). Dans le sol, les
PGPB en particuliér, agissent généralement ensemble en groupes ou en consortiums, les
consortiums étant chargés de faciliter la croissance des plantes, c'est-a-dire que différentes
bactéries au sein des consortiums satisfont différents besoins des plantes (Gamalero et al.,
2022). La compétitivité comme condition préalable a I'établissement et a la domination des
communautés nécessite une communication coordonnée entre les microorganismes ainsi
que la perception et la traduction des signaux environnementaux (Lareen et al., 2016). Les
bioinoculants efficaces doivent avoir le potentiel de former des associations avec d'autres
microbiomes a proximité, simulant ainsi la forte réticulation structurée dans les sols de la
rhizosphere native (Kumar et Dubey, 2020). Les rhizobactéries oligotrophes favorisant la
croissance des plantes (PGPR), ainsi que les fractions microbiennes difficiles a cultiver,
pourraient étre impliquées de maniére synergique dans les interactions microbe-microbe et
plante-microbe dans la rhizosphere (Kalam et al., 2017). Les resultats de Bianciotto et al.
(1996) suggerent que les interactions antagonistes et synergiques entre les champignons
AM et les bactéries de la rhizosphére peuvent étre médiées par des facteurs solubles ou un
contact physique. Le matériel extracellulaire d'origine bactérienne contenant de la cellulose
produite autour des bactéries attachées peut médier les interactions fongiques/bactériennes
suggérant que les champignons AM sont un véhicule pour la colonisation des racines des

plantes par les rhizobactéries du sol.
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Fig. 8. Modes d'ingénierie du rhizobiome. A : Utilisation de I'ingénierie des plantes pour
libérer des inducteurs spécifiques de génes microbiens et/ou modifier les populations de
rhizobiomes (de haut en bas). B: Manipulation du microbiote résident affectant le
métabolisme de la plante (ascendant) (Orozco-Mosqueda et al., 2022).

Selon Ju et al.(2020), la co-inoculation par Paenibacillus mucilaginosus (PGPR) et
Sinorhizobium meliloti de Medicago sativa a amélioré les niveaux de nutriments du sol en
régulant I'activité microbienne et la structure de la communaute. Cependant, lI'application
de ces souches n'a pas affecté les populations de bactéries indigénes bénéfiques de la
rhizosphére, y compris les pseudomonades fluorescentes et les souches bactériennes
productrices de sidérophores. Les espéces microbiennes résidentes réagissent aux
concurrents introduits en modifiant la taille de la niche qui dépend, aussi, de la diversité
du microbiome résident (Moore et al., 2022). De nombreux inoculants microbiens dont les
PGPR influencent la croissance et le développement du systéme racinaire par la production
de phytohormones et d'autres molécules et augmentent, aussi, les taux d'exsudation des
racines qui a leur tour peuvent modifier la communauté microbienne rhizosphérique
(Mawarda et al., 2020). Il est nécessaire, donc, d'étudier si l'inoculation des cultures est,
effectivement, inoffensive pour la diversité microbienne native du sol ou si les
modifications générées par I'inoculation sont temporaires (Di Salvo et Garcia de Salamone,
2019).
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1.3. 4. 3. Comment les PGPR peuvent-ils affecter la communauté microbienne ?

1. 3. 4. 3. 1. Augmentation des exsudats racinaires

Il est incontestable que I’ensemble de composes chimiques libérés par les racines fagonne
profondément les structures des communautés microbiennes indigenes (Baetz et Martinoia,
2014; Singh et al., 2020). Car ils agissent comme des substrats et des molécules de
signalisation nécessaires a I'établissement d'interactions plante-rhizobactérie (Yadav et al.,
2020). En revanche, la rhizosphére est un point chaud d'interactions microbiennes car les
exsudats libérés par les racines des plantes sont une source de nourriture principale pour les
micro-organismes et une force motrice de leur densité de population et de leurs activités
(Raaijmakers et al., 2009). Les micro-organismes peuvent affecter les plantes hétes, par
exemple les exsudats des racines hétes, qui a leur tour affectent la perméabilité des racines
et le métabolisme des racines (Dastogeer et al., 2020). En particulier, les PGPR introduits
augmentent les taux d'exsudation des racines qui a leur tour peuvent modifier la
communauté microbienne rhizospherique. Il est aussi clair que les changements dans
I'exsudation racinaire induits par les inoculants microbiens modifient indirectement la
composition microbienne dans la rhizosphere (Mawarda et al., 2020).

Une corrélation positive entre les profils de la communauté bactérienne et les données sur
les plantes pourrait signifier qu’une augmentation du rendement aprés I’inoculation
pourrait avoir une incidence sur la structure de la communauté bactérienne, grace a un taux
d’exsudation accru a des rendements plus élevés (Roesti et al., 2006). Cette opinion a été
soutenue par Zuluaga et al. (2021), qui a trouvé que I’inoculation avec Enterobacter sp.
15S et Pseudomonas sp. 16S pourrait modifier les composantes des exsudats radiculaires
tels que les flavonoides et d’autres composés phénoliques, ce qui modifie le potentiel
fonctionnel des communautés bactériennes dans la rhizosphére. De nombreux inoculants
microbiens dont les PGPR influencent, en effet, la croissance et le développement du
systeme racinaire par la production de phytohormones et d'autres molécules (Mawarda et
al., 2020). Certains microorganismes dans le sol ou chez la plante peuvent également
absorber certains composés dont les exsudats racinaires et excréter d'autres composés. Les
microorganismes telluriques peuvent produire des composés qui affectent la signalisation
et le métabolisme des plantes, ce qui conduit a la production de composés dérivés des
microorganismes dans les plantes (Dastogeer et al., 2020). En fait, ces microorganismes
sont capables de moduler leur expression génétique en fonction des composés sécrétes par

les racines des plantes (Ambrosini et al., 2016).
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1. 3. 4. 3. 2. Quorum sensing

Les micro-organismes coexistent dans des environnements compétitifs avec d'autres
especes, et ils doivent développer différentes stratégies de survie pour rivaliser pour
I'espace, les nutriments et les niches ecologiques (Pena et al., 2019). Pour qu'un organisme
(bénéfique ou pathogene) exerce ses effets, un quorum particulier est requis (Kenneth et
al., 2019). La communication entre les cellules bactériennes dépend de la synthese et de la
diffusion de molécules signal qui sont, ensuite, percues par d'autres membres de la
communauté (Lareen et al., 2016). La densité ou la population de cellules microbiennes
dans la rhizosphére incite plusieurs micro-organismes a synthétiser des composés de
signalisation qui synchronisent leurs expressions génétiques, ce qui définit le quorum
sensing (QS) (Faure et al., 2009). Le (QS) est un mécanisme de communication entre
bactéries qui permet de contréler des processus spécifiques, tels que la formation de
biofilms, I'expression de facteurs de virulence, la production de métabolites secondaires et
les mécanismes d'adaptation au stress tels que les systemes de compétition bactérienne
dont les systemes de sécrétion (SS) (Pena et al., 2019). La rhizosphére est potentiellement
favorable a la signalisation QS, car c'est un habitat spatialement structuré qui est colonisé,
a haute densité cellulaire, par diverses populations bactériennes. Des preuves
expérimentales appuient cette affirmation (Faure et al., 2009). Le systeme QS le plus
étudié des bactéries Gram négatives est composé d'une molécule de signal extracellulaire
appelée auto-inducteur (Al), produite par une synthase Al, et d'une protéine régulatrice de
la réponse transcriptionnelle (protéine R) a laquelle I'Al se lie et qui régule I'expression des
opérons en aval impliqués dans le QS (Dukare et al., 2022; Rosier et al., 2018). Le QS
commence par la libération de petites molécules de signalisation extracellulaires diffusibles
qui méditent la communication cellule-cellule appelées auto-inducteurs extracellulaires
(agissant comme des molécules signal) dans le milieu environnant (Babalola, 2010; Dukare
et al., 2022). Les molécules de signalisation pour les bactéries Gram-négatives sont
généralement des lactones d'homosérine acylées (AHL), ces derniéres, représentent la
molécule de quorum sensing la plus caractérisée est sans doute (Hartmann et al., 2014,
Kenneth et al., 2019), et les molécules (AHL) produites par les protéobactéries, qui entrent
et sortent de la cellule de maniere passive ou active, sont les plus étudiées (Vandana et al.,
2021). Alors que, les peptides cycliqgues comme QS-signaux ne se trouvent que dans les
bactéries Gram-positives (Babalola, 2010; Hartmann et al., 2014). Des oligopeptides et des

gamma-butyrolactones substituées ont été décrits chez les bactéries Gram-positives (Faure
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et al., 2009). De plus, les peptides comme les phéromones agissent également comme des
molécules de signalisation QS chez les habitants a Gram positif qui régulent des dizaines
de processus cellulaires au niveau intra- et inter-especes (Mondal et Baksi, 2022). Les
signaux AHL QS montrent des variations dans la longueur et les chaines latérales d'une
structure centrale, et chaque récepteur AHL peut reconnaitre une structure AHL spécifique
(Faure et al., 2009). Les trois principales étapes de la régulation QS qui semblent étre
ciblées sont la synthése des signaux, la stabilité et la détection des signaux (Faure et al.,
2009). Il est important de noter que ces activités AHL sont associées a une augmentation
des taux d'acide salicylique et d'oxylipine (Lareen et al., 2016). En outre, plusieurs types
de micro-organismes liberent un groupe de composés organiques volatils (COV), qui
agissent comme des molécules de signalisation qui se coordonnent entre les expressions
géniques intra- et inter-espéces et interferent également dans d'autres systemes QS
rhizosphériques (Mondal et Baksi, 2022). Le rble des composés volatils dans les
environnements rhizosphérigques (et non rhizosphériques) a été largement documenté ; ils
ont été impliqués dans la signalisation, les sources de nourriture, les antimicrobiens, les
répulsifs antiparasitaires et les recruteurs d'organismes bénéfiques
(chimioattractants)(Orozco-Mosqueda et al., 2022). D'autres molécules impliquées dans la
communication microbienne sont les lipopolysaccharides, qui ont été largement étudiés
chez les bactéries bénéfiques (Bactéries lactiques), et dont les fonctions sont diverses,
notamment la stimulation de la croissance des plantes, la fonction des biofilms, la
communication avec [’environnement, la reconnaissance entre micro-organismes et

I’antagonisme vis-a-vis des agents pathogénes (Abdalla et al., 2021).

1. 3. 4. 4. Modes de stimulation de la communauté

1. 3. 4. 4. 1. Sélection des especes microbiennes

Les mécanismes de signalisation complexes parmi les micro-organismes rhizosphériques
jouent un rb6le clé dans la formation du rhizomicrobiome en sélectionnant des
microorganismes spécifiques par le biais de la communication inter- ou intra-espece (Jamil
et al., 2022). La communication microbienne joue un rdle important dans la promotion de
I'abondance de certains taxons microbiens associés aux plantes. Par conséquent, les
molécules de QS, telles que les N-acyl homosérine lactones (AHL), jouent un réle
important dans cette communication pour réguler et détecter les populations bactériennes

dans des environnements tels que la rhizosphére (Santoyo, 2022).
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Des études antérieures ont montré que l'inoculation d'espéces uniques peut modifier tout un
microbiome associé aux plantes, c'est-a-dire qu'elles stimulent I'abondance de certains
genres qui peuvent eégalement exercer des mécanismes directs et indirects qui influencent
la croissance et la protection des plantes (Santoyo, 2022). L'introduction de la souche
Paraburkholderia phytofirmans PsJN dans les semences de blé de printemps a provoqué
des changements dans la composition du microbiome, ainsi les effets observés sur la
croissance des plantes pourraient étre au moins en partie médiés par l'activité d'autres
membres du microbiome (Mitter et al., 2017). L'inoculation de Acinetobacter pittii (AP) et
Escherichia coli (EC) a eu un impact significatif sur la structure de la communauté
bactérienne dans le sol de la rhizosphere de Solanum nigrum L. (Tab.1), ils ont enrichi les
taxons microbiens dominants ayant une fonction de promotion de la croissance des plantes
et les taxons clés lies a la mobilisation du Cd dans le sol de la rhizosphére, respectivement
(He et al., 2022). De méme, l'inoculation avec Pseudomonas aestus CMAA 12157, semble
modifier l'abondance des différents micro-organismes dans le sol salin (Tab.l), en
réduisant/bénéficiant de certains groupes microbiens qui peuvent a leur tour en stimuler

d'autres (Vasconcellos et al., 2021).
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Tab. 1. Exemples des microorganismes affectant la communauté rhizospherique native

Microorganismes

Plante inoculée

Effets sur la plante

Effet sur la communauté

Référence

Pantoea agglomerans MVC 21

Tomate (Solanum
lycopersicum var.
Moneymaker)

Augmentation de la densité des racines
latérales, du poids sec des racines et des feuilles

COVs, établir une interaction bénéfique avec Ps. putida
MVC17

(Vasseur-Coronado et
al., 2021)

champignons
irregularis et
d’especes de AM)

AM (Rhizophagus
avec un mélange

Différents génotypes de
petit pois (Pisum
sativum L.)

Non mentionné

Stimulation des bactéries ammonifiantes, phosphates-
solubilisantes et les azotobacteéres diazotrophiques
libres

(Kalapchieva et al.,
2023)

Bacillus aryabhattai LAD

Mais (Zea mays)

Augmentation de la longueur du plant et
stimulation du  développement racinaire,
augmentation de la longueur, de la surface, du
volume et du diametre de la racine principale

Augmention de I’abondance relative de Bacillus et
Burkholderia

(Deng et al., 2022)

Sinorhizobium sp. Al5, Bacillus sp.

Amélioration significative de la croissance,

Augmenter I’abondance de Acidobacteria Sub- group 6,

A28, Sphingomonas sp. A55 et Mais (Zea mays) augmentation significative du rendement en | Chloroflexi_KD4-96, et VVerrucomicrobiae au niveau de (Chen et al., 2020)
Enterobacter sp. P24 grain jusqu'a 22% a 29% la classe et Mucilaginibacter au niveau du genre
Consortium de Bacillus cereus AR156, Poivron (Capsicum Réduction de la prévalence de la brllure | Augmenter I’abondance de Sporichthya, (Zhang et al., 2019)
Bacillus subtilis SM21, et Serratia sp. annuum L. var. phytophthorienne et amélioration de la qualité | Achromobacter, Burkholderia, Comamonas,
XY21 grossum) des fruits et des propriétés du sol Ramlibacter, et Pontibacter

Augmenter ’abondance de Bacillus, Bryobacter,

Pseudomonas aestus CMAA 12157

Mais (Zea mays)

Non mentionné

Bradyrhizobium, “Candidatus Xiphinematobacter”, et
“Candidatus Udaeobacter”. Diminuer 1’abondance de
Gammaproteobacteria et Phycisphaerae

(Vasconcellos et al.,
2021)

Paenibacillus sp. RF2, Bacillus sp.
RC25 et RC3

Pyrus betulifolia

Amélioration de maniére significative les
paramétres de croissance multiples

Augmenter 1’abondance relative de Ideonella,
Pseudomonas, Pseudoduganella, Lactococcus et genres
non classifiés en Rhodocyclaceae et Comamonadaceae

(Huang et al., 2022)

Bradyrhizobium japonicum 5038

et Bacillus aryabhattai MB35-5
Bradyrhizobium japonicum 5038

et Paenibacillus mucilaginosus 3016

Soja (Glycine max)

Amélioration significative de l'activité de la
nitrogénase des nodules, augmentation de la
teneur en azote du sol et augmentation du
rendement de la biomasse

Augmenter 1’abondance de Betaproteobacteria et
Chitinophagia, et diminuer les Actinomycetes
Augmenter 1’abondance de Deltaproteobacteria et
Gemmatimonadetes

(Xing et al., 2022)

Consortium de Paenibacillus
Mucilaginosus et Sinorhizobium
meliloti

Luzerne (Medicago
sativa)

Amélioration de la croissance des plantes par
augmentation de la concentration en C et en N
des sols contaminés par des métaux

Augmenter 1’abondance relative de Firmicutes et
Acidobacteria

(Ju et al., 2020)

Pseudomonas stutzeri A1501

Mais (Zea mays)

Augmentations significatives du poids sec des
racines et des feuilles et de la biomasse des
plantes (une moyenne de 25,4%)

augmenter la population de diazotrophes indigenes et
d'oxydants d'ammoniac et les genes fonctionnels
transcrits

(Keetal., 2019)

Acinetobacter pittii (AP), Escherichia
coli (EC)

Morelle noire (Solanum
nigrum L.)

Promotion significative de la croissance des
plantes et l'accumulation de Cd dans S. nigrum
L. de 119 % et 88 %, respectivement

Favoriser ~ fortement l'abondance relative  des
Acidbacterium-Gp6, Massilia, Gaiella, Pseudomonas,
Nitrospira et Marmoricola.

(He et al., 2022)
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1. 3.4. 4. 2. Activation des genes

Les bactéries produiront des composés signal uniques qui, aprés avoir atteint un seuil
critique, induiront I'expression génique codant pour une variété de réponses, a la fois
phenotypiques et physiologiques (Gray et Smith, 2005). Certains antibiotiques, lorsqu'ils
sont présents a faible concentration, sont impliqués dans la communication microbienne et
déclenchent la régulation de I'expression des génes dans les cellules bactériennes
environnantes (Mondal et Baksi, 2022). Néanmoins, de nombreuses bactéries résidentes, y
compris éventuellement des bactéries non cultivables, porteront des génes codant pour des
fonctions PGPR communes. Dans le cas des genes régulés par quorum, tels que ceux pour
la production d'antibiotiques et de sidérophores, il existe un large niveau de
communication intra et interspécifiqgue entre différentes populations bactériennes
(Martinez-Viveros et al., 2010). Par exemple, I'inoculation avec Pseudomonas stutzeri
A1501 a considérablement amélioré la croissance du mais dans des conditions
expérimentales de serre. Parallelement, elle a eu un effet positif sur la population des
communautés fixatrices de N2 et oxydantes de I'ammoniac et sur les transcriptions des
genes fonctionnels dans la rhizosphére (Ke et al., 2019). Les souches inoculées -
Acinetobacter pittii (AP) et Escherichia coli (EC)- régulent I’expression en amont des
génes liés a la mobilité bactérienne, au métabolisme des acides aminés et au métabolisme
du carbone au sein de la communauté rhizobactérienne (He et al., 2022). Les résultats de
Arashida et al.(2019), suggerent que la croissance de Bacillus subtilis, qui s'accompagne
généralement d'une consommation d'oxygéne, pourrait entrainer une diminution de la
concentration en oxygene dissous dans le milieu et contribuer a la croissance, la formation
de biofilm, I’expression du géne nifH, I'activation de la nitrogénase de Rhodopseudomonas
palustris, et augmente donc le niveau de N total. Ainsi, Les composés organiques volatiles
produits par Pantoea agglomerans MVC 21 modulent la libération de sidérophores, la
solubilisation du phosphate et du potassium par Pseudomonas putida MVC 17. Il convient
de noter que les COV produits par P. agglomerans MVC 21 ont stimulé la capacité de Ps.
putida MVC 17 pour augmenter la densité racinaire latérale et le poids sec des racines des
plants de tomates. De plus, les COV produits par P. agglomerans MVC 21 ont augmenté
le poids sec des racines et des feuilles des plants de tomates (Vasseur-Coronado et al.,
2021).
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De plus, la communication inter- ou intra-espéces entre les microorganismes se produit via
le mécanisme de quorum sensing, qui implique une coordination dépendante de la densité
cellulaire (Jamil et al., 2022). A une densité de population donnée, les bactéries exercent
une action concertée ; les signaux activent des facteurs de transcription qui induisent des
genes spécifiques dans les bactéries. Pantoea stewartii, Pseudomonas aureofaciens et
Pseudomonas syringae sont des exemples de rhizobactéries qui utilisent les signaux AHL
pour réguler I'expression de traits importants dans l'interaction plante-microorganisme
(Babalola, 2010). La synthese d'’AHL dépend de synthases appartenant généralement a
deux classes : les homologues Luxl et AinS. La perception du signal repose sur une
protéine capteur, un homologue de LuxR, qui est également le régulateur transcriptionnel

contrdlant I'expression des genes régulés par QS (Faure et al., 2009).

1. 3. 4. 5. Comment le changement des communautés bactériennes profite-t-il a la
plante ?

Un nombre considérable de travaux de recherche ont montré les effets significatifs que les
microorganismes affiliés aux plantes pourraient avoir sur la croissance, le développement,
la germination efficace des graines, la force des semis, les maladies et la nutrition (Odelade
et Babalola, 2019). Les communautés microbiennes associées aux racines ont fait I'objet de
nombreuses recherches (Lareen et al., 2016).
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Fig. 9. Services bénéfiques rendus par le rhizobiome aux plantes ou il est associé. (ABA)
I'acide abscissique, (AlA) l'acide indole acétique, (GA) l'acide gibbérellique ; (BNF) la
fixation biologique de 1’azote ; (ACCd) la production d'ACC désaminase ; (PS) et (KS) la
solubilisation des phosphates et du potassium ; (ISR) la résistance systémique induite
(Orozco-Mosqueda et al., 2022).

De nombreux auteurs ont suggéré que ’effet positif des bio-inoculants sur la croissance

des végétaux pourrait résulter non seulement d’un effet direct des activités PGP, mais
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aussi d’une modification indirecte de la communauté bactérienne, et que les bio-inoculants
peuvent donc avoir modifi¢ I’équilibre de la communauté bactérienne vers la sélection de
populations bénéfiques (Huang et al., 2022; Roesti et al., 2006; Vasconcellos et al., 2021).

La régulation de la structure d’une communauté bactérienne de la rhizosphére en
modifiant I’abondance relative de la souche inoculée ou des bactéries liées au cycle C/N, et
en augmentant la diversité o de la communauté bactérienne, peut étre un autre mécanisme
par lequel les PGPR favorisent la croissance des semis de Vallisneria natans (Li et al.,
2023). En effet, les échantillons de sol traités par le Bacillus cereus AR156, Bacillus
subtilis SM21, et Serratia sp. XY21, étaient dominés par Burkholderia, Comamonas,
Ramlibacter, Sporichthya, Achromobacter et Pontibacter (Tab. 1); I’abondance de ces
genres était liée au carbone organique total, a I’azote total, a 1’azote ammoniacal, au
potassium total et aux teneurs en phosphore assimilable (Zhang et al., 2019). La quantité
plus élevée d'éléments nutritifs du sol observée dans le traitement de co-inoculation PGPR
et Rhizobium, était due a la capacité de la co-inoculation a réguler lI'activité enzymatique et

microbienne du sol associée au cycle des nutriments (Ju et al., 2020).

1. 3. 5. Inoculation par consortium

Les formulations microbiennes peuvent étre spécifiqgues a un organisme ou a un
consortium d'organismes (Yadav et al., 2020). Ces derniéres anneées, l'accent a été mis sur
I'utilisation de deux micro-organismes ou plus dans le but de maximiser les réponses
bénéfiques de croissance des plantes (Maheswari, 2011). La littérature ainsi que des études
pratiques suggerent que la co-inoculation donne de meilleurs résultats chaque fois qu'il
existe une relation synergique entre les microorganismes (Akhtar et al., 2013). Si une plus
grande diversité est préférée a une seule souche dans une formulation de PGPR, une
relation plus symbiotique avec les plantes sera obtenue car certaines aideront a promouvoir
la croissance des plantes et d'autres aideront a supprimer la maladie grace a leurs
mécanismes d'action indépendants. Diverses populations microbiennes agissent ensemble
comme une communauté et sont essentielles pour I'absorption des nutriments et la
suppression d'une maladie particuliere (Tabassum et al., 2017). Les résultats de Xing et al.
(2022), prouvent qu’une variété de PGPR avec des fonctions différentes peut étre
combinée dans des inoculants bactériens composites de maniére a avoir un meilleur effet
favorisant la croissance grace a la synergie de différentes fonctions favorisant la
croissance. C'est pourquoi des combinaisons de souches bactériennes bénéfiques qui

interagissent de maniére synergique sont actuellement congues et de nombreuses études

e ————

33




récentes montrent une tendance prometteuse dans le domaine de la technologie
d'inoculation (Figueiredo et al., 2010). Selon Méndez et al.(2021), les plantes inoculées
avec un consortium bactérien dans les conditions de serre et de champ était tres efficaces
contre Gaeumannomyces graminis var. tritici Ggt, plus que les souches individuelles. La
co-inoculation de bactéries fixatrices de N et solubilisantes de P a un effet positif sur la
croissance et le rendement du blé en fournissant une hormone de croissance et en
augmentant I'absorption de N et de P par la plante. La co-inoculation améliore également
I'état nutritif du sol et fournit ainsi un environnement sain pour la prochaine culture
(Akhtar et al., 2013; Bhardwaj et al., 2014).

1. 3. 6. Technologie pour l'utilisation des PGPR en agriculture

Les micro-organismes ont été utilisés comme un outil essentiel dans I'agriculture durable
depuis les deux derniéres decennies dans diverses parties du monde (Sahoo et al., 2014).
L'utilisation de microorganismes bénéfiques comme biofertilisant est devenue une
importance primordiale dans l'agriculture pour leur rdle potentiel dans la sécurité
alimentaire et la production agricole durable (Bhardwaj et al., 2014). Les bactéries aux
avantages multiples peuvent étre avantageuses dans l'agriculture commerciale et sont
pertinentes pour la bioéconomie (Backer et al., 2018). Plusieurs PGPR sont utilisées dans
le monde entier depuis de nombreuses années comme biofertilisants, contribuant a
l'augmentation des rendements des cultures et de la fertilité des sols et ayant donc le
potentiel de contribuer a une agriculture et une foresterie plus durables (Garcia-Fraile et
al., 2015). Les découvertes et la documentation abondent, et toutes pointent vers la
nécessité d'exploiter commercialement les PGPR en tant que biofertilisants pour leurs
avantages agricoles (Babalola, 2010). L’utilisation de PGPR sous forme de bioinoculant
permet de maintenir avec succés la production de rendement agricole et ces produits
formulés contiennent des cellules microbiennes vivantes de bioinoculants qui aident
également au traitement des semences et améliorent le processus de mobilisation des
nutriments par le processus a faible colt (Chaudhary et al., 2020). Au cours du XXe siécle,
les PGPR, y compris les rhizobiums et autres bactéries endophytes des racines, ont été
progressivement utilisés dans la production agricole (Gray et Smith, 2005). Il a été
rapporté que les PGPR utilisés comme biofertilisants jouent un role crucial dans le cycle
des nutriments et I'amélioration de la productivité des cultures (Singh et al., 2020). Les
inventions de la recherche en provenance de Chine, de Russie et de plusieurs autres pays

occidentaux ont maintenant prouvé l'utilisation potentielle des PGPR dans la gestion des
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maladies des plantes. En Chine, par exemple, les PGPR ont été appliqués avec succes
pendant deux décennies sur une superficie de 20 millions d'hectares de différentes plantes
cultivées pour le développement commercial (Bhattacharyya et Jha, 2012). Les pratiques
agricoles actuelles impliquent les PGPR dans les biofertilisants disponibles dans le
commerce pour améliorer le rendement des cultures et réduire l'application d'engrais
chimiques (Singh et al.,, 2020). la commercialisation et l'utilisation futures de bio-
inoculants dans le secteur agricole en tant qu'outil alternatif respectueux de
I'environnement contribueront a améliorer le rendement des cultures ainsi que I'économie
(Vandana et al., 2021).

1. 3. 6. 1. Biofertlisants

Les bioengrais sont des mélanges contenant des souches efficaces de micro-organismes,
des produits biologiques et des tissus morts de plantes qui apportent des nutriments au sol
et aux plantes. Ils améliorent progressivement la fertilit¢é des sols et améliorent le
rendement des cultures (Sahoo et al., 2013). Les biofertilsants sont, aussi, des micro-
organismes qui, lorsqu'ils sont appliques sur la graine, la surface de la plante ou le sol,
colonisent la rhizosphére ou l'intérieur de la plante et favorisent la croissance en
augmentant I'apport ou la disponibilité des nutriments primaires pour la plante hote
(Martinez-Viveros et al., 2010). D’apres Figueiredo et al. (2010), les biofertilisants
désignent les produits biologiques qui contiennent des micro-organismes apportant des
gains directs et indirects au rendement des cultures. 1l s'agit de I'application d'inoculants
microbiens sur les graines, les surfaces des plantes ou le sol pour coloniser la rhizosphére
des racines (Kenneth et al., 2019).

Pour un inoculum de PGPR réussi, la souche sélectionnée doit étre capable de coloniser les
racines des plantes, peut persister dans la rhizosphere et ne doit pas représenter un risque
sanitaire potentiel pour I'environnement et la santé humaine (Tabassum et al., 2017).
Pourtant, a grande échelle les applications de PBM ont été entravées par les quantités
élevées d'inoculum par plante ou par zone de culture nécessaire pour réussir la colonisation
et par conséquent la faisabilité économique (Rocha et al., 2019). Par ailleurs, I'exploration
de formulations qui offrent des densités élevées d'inoculants microbiens avec des taux de
survie élevés pendant le stockage constitue une étape cruciale dans I'établissement et le
développement d'inoculants bénéfiques (Ma, 2019). Par conséquent, I'application de micro-
organismes bénéfiques sur les semences peut remplacer efficacement le besoin d'inocula a

grande échelle pour l'application au sol (Fig. 10). A cet égard, ces micro-organismes
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peuvent se trouver a I'endroit ou les racines des semis sont a coloniser et peuvent affecter
les parasites vivants dans le sol en se nourrissant des racines des plantes (Naz et al.,
2022), avec un potentiel d'application a grande échelle. De plus, Les micro-organismes
bénéfiques pour les plantes (PBM), tels que les rhizobiums, les bactéries et les
champignons inoculés sur les graines, peuvent augmenter la germination des graines, la
performance des plantes et la tolérance aux stress biotiques (par exemple, agents
pathogénes et ravageurs) et abiotiques (par exemple, sel, sécheresse et métaux lourds) tout
en réduisant I'utilisation d'intrants agrochimiques (Paravar et al., 2023).
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Fig. 10. Méthode de traitement des semences par bio-amorcage avec des PGPR (Mitra et
al., 2021).

1. 3. 6. 2. Bioformulation

La rhizosphére en tant que site enrichi en éléments nutritifs pour les plantes est un
environnement hautement compétitif pour les microorganismes (Lareen et al., 2016).
L'effet résiduel sur I'assemblage des « rhizomicrobes », c'est-a-dire la prolifération des
microorganismes dans, sur ou autour des racines, a des implications importantes pour la
co-évolution des interactions plantes-microorganismes dans les écosystémes naturels. Cela
comprend la dispersion des micro-organismes d'une source d'inoculum a la racine en
croissance active, la multiplication ou la croissance dans la rhizosphere (Maheshwari et
Dheeman, 2019). Pour proliférer et s'établir dans la rhizosphére, les bactéries doivent
pouvoir utiliser les rhizodepdts, coloniser efficacement les racines ou les surfaces du sol de
la rhizosphere et étre capables de rivaliser avec d'autres organismes (Dennis et al., 2010).
La bioformulation est définie comme toute substance biologiquement active dérivée de la
biomasse microbienne ou d'un produit contenant des microorganismes et leurs métabolites
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qui pourrait étre utilisée dans la promotion de la croissance des plantes, I'acquisition de
nutriments et le contréle des maladies d'une maniére respectueuse de I'environnement
(Aamir et al., 2020). De nombreuses bactéries potentiellement utiles rapportées dans la
littérature scientifique n'apparaissent jamais sur le marché commercial, peut-étre a cause
d'une formulation inappropriée (Arora et al., 2010). La bioformulation rhizobactérienne
favorisant la croissance des plantes fait référence a des préparations de micro-organismes
qui peuvent remplacer partiellement ou complétement la fertilisation chimique, les
pesticides, offrent une approche écologiquement durable pour augmenter la production et
la santé des cultures (Gupta et al., 2015).
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Fig. 11. Différents domaines de recherche et applications des PGPR (Kumari et al., 2019).

La formulation doit étre économique et présenter une bonne durée de conservation et une
forme appropriée pour l'expédition, le stockage et I'application (Figueiredo et al., 2010).
En régle genérale, elle doit avoir toutes les propriétés souhaitées, notamment une
solubilité élevée, une stabilité, une libération contrélée dans le temps, une efficacité, une
écotoxicité moindre, une activité ciblée améliorée avec une concentration efficace, un
mode d'administration et d'élimination faciles (Vejan et al., 2019). De plus, la formulation
dans des produits a longue durée de conservation est parfois plus problématique pour les

bactéries Gram-négatives que pour les bactéries Gram-positives productrices de spores

S ——

37




(Berg, 2009). Explorer des formulations qui permettent des densités élevées d'inoculants
microbiens avec des taux de survie élevés pendant le stockage constitue une étape cruciale
dans I'établissement et le developpement d'inoculants bénéfiques (Ma, 2019). Le succes de
toute bioformulation dépend de la longue durée de conservation de I'organisme utilisé et de
sa stabilité a différentes temperatures (Dave et al., 2020).

Aux Etats-Unis, les organismes actuellement enregistrés pour la lutte biologique et les
composés actifs isolés de plantes ou d'autres organismes sont répertoriés a l'adresse
http://www.epa.gov/oppbppdl/biopesticides/ingredients/index.htm. Quelques exemples de
PGPR et de produits de biocontréle sont : Agrobacterium radiobacter K1026 (Nogall®),
Bacillus pumilus QST 2808 (Sonata® TM), B. pumilus GB34 (YieldShield®), B. subtilis
GBO3(Kodiak®), Pantoea agglomerans C9- 1 (BlightBan C9-1®), P. agglomerans E325
(Bloomtime®), Pseudomonas aureofaciens Tx-1(Spot-Less®T), P. syringae ESC-10 et
ESC-11 (Bio-save®), P. fluorescens A506 (BlightBan®), P. chlororaphis MA 342
(Cedomon®), Streptomyces griseoviridis K61 (Mycostop®) et S. lydicus WYEC 108
(Actinovate®) (Figueiredo et al., 2010).
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Tab. 2. Principaux fabricants de biofertilisants a base de microorganismes solubilisant le
phosphore (Soumare et al., 2020).

Unité de Performances
produit/ Nom du produit Composant Forme(s) déclarées par le Références (Web ID)
comté fabricant
2 espéces
TNAU ; o Augmenter le ] )
o | Phphotacrast | et | POt | oarentdesac0 | Malgchici
Portal/ INDE P P a %
fongiques
Mg”aff.h Bio- ) . Dissoudre 30-50 kg ) o
ertilisers Phosphobacteria Bactéries Poudre de phosphore/ http://www.monarchbio.co.i
and Research hectare n/bio_fertilizers.html
Centre/INDE
SAFS Organic https://www.indiamart.com/s
; Phosphobacterium Bactéries Poudre/ T afsorganicenterprises/ bio-
Enterprises/ P Liquide | “Aucuneindication | orvyizer himkibio- fertilizer-
INDE phosphobacterium
Agro bio tech Bacillus
Research Phosphobacteria megaterium Poudre/ T http://www.abtecbiofert.com
Centre var. Liquide Aucune indication Jproducts.htm
LTD/INDE phosphaticum
Ajay BioTech | Bactérieset | POUre organicenterprses bio-
iophos indicati -
L(Idr}?e()i P Champignons (spore) Aucune indication fertilizer.html#bio- fertilizer-
td/Inde phosphobacterium
International ] . o Réduire de 25230 | https://www.iplbiologicals.c
e ; , om
Limited /Inde engrais phosphatés
Varsha
Bioscience Augmenter le httn:/f habiosci
And Phosphomax Bacillus Poudre rendement des e oy 1
Technology megatherium cultures de 15 a 25 hos hzmax html
India Private % phos '
Limited/INDE
Permet
Bacillus d'économiser
T. Stanes & ) - o . 3 B0 0 )
company Symbion-P megaterium Liquide jusqu'a 50 % sur le http://www.tstanes.com/prod
S var. codt des engrais ucts- symbion- p.html
Limited/Inde . L
phosphaticum chimiques
phosphoreux
Novozymes Poudre/ https://www.novozymes.co
Biologicals Jumpstart LCO Penicillium Solubiliser 8,25 m/en/advance-
Limited/ bilaii Granulaire kg/ha yourbusiness/agriculture/cro
Canada p- production/jumpstart
Poudre
- P Sol B®- BM Bacillus spore S http://www.agrilife.in/biofert
AgriLife/Inde megaterium (spore) Aucune indication i psolb._bm.htm

L'inoculation des semences avec les PGPR pourrait se faire par trempage, bactérisation des

semences ou via un double traitement (Babalola, 2010). De plus, le succés commercial des

souches PGPR nécessite une demande économique et viable du marché, une action

cohérente et a large spectre, la sécurité et la stabilité, une durée de conservation plus

longue, de faibles codts d'investissement et une disponibilité facile des matériaux de carrier

(Bhattacharyya et Jha, 2012). La bioformulation de rhizobactéries favorisant la croissance
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des plantes doit étre composée d'un matériau de support supérieur possédant les
caractéristiques suivantes :
v’ une capacité de rétention d'eau élevée,
une bonne capacité d'absorption,
une stabilité a I'aération,
aucune production de chaleur par mouillage,
presque stérile,
chimiquement uniforme,
physiquement uniforme,
de nature non toxique,
facilement biodégradable,

non polluant,

NS N N N N N N NN

presque pH neutre (ou pH facilement ajustable),

(\

favorise la croissance et la survie des bactéries (Gupta et al., 2015).

En plus de ces caractéristiques, le support doit étre respectueux de I'environnement, sans
danger pour les microorganismes, les plantes, les animaux et les humains. Il doit étre,
aussi, facile a manipuler, a mélanger, a stériliser et a stocker (Yadav et al., 2020).

Les inoculants a base de PGPR sont des formulations contenant une ou plusieurs bactéries
bénéfiques dans un matériau support. Les matériaux de support sont utilisés comme
véhicules pour les bactéries dans la formulation du biofertilisant. Il existe différents types
de substances pouvant étre utilisees comme supports, a savoir l'argile, le talc, la tourbe, la
vermiculite, la perlite, la bentonite, la zéolite, la terre de diatomées, le son de riz ou de blé,
les pastilles de phosphate naturel, le charbon de bois, la terre, la sciure de bois ou le
compost (Garcia-Fraile et al., 2015). Les méthodes d'inoculation avec des PGPR a Gram
négatif ou a Gram positif nécessitent I'utilisation d'un support pour délivrer I'inoculum dans
le sol et permettre le mélange des cellules dans le profil du sol (Martinez-Viveros et al.,
2010). La sélection du matériau support et de la méthode requise pour Il'inoculation doit
étre choisie en fonction de la viabilité du micro-organisme, de sa disponibilité pour les
racines des plantes et de I'application réalisable. Les supports protegent, non seulement, les
bactéries de la dessiccation, ce qui entraine une augmentation du taux de survie et de la
durée de conservation, mais fournissent également un microenvironnement favorable a la
croissance rapide des bactéries apres leur liberation (Tabassum et al., 2017). Cela peut

impliquer des supports a faible codt tels que la tourbe, l'argile calcinée ou les épis de mais
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en poudre qui sont mélangés aux suspensions bactériennes et séchés. Les microbilles
d'alginate sont également utilisées et offrent de nombreux avantages en incorporant les
cellules dans une matrice protégée, qui se decompose dans le sol et libere lentement les
bactéries (Martinez-Viveros et al., 2010). Les formulations liquides ne sont pas préferées
pour la capacité de survie et la propagation des microorganismes ; les matériaux de support
solides sont plut6t considérés comme les meilleurs pour les applications sur le terrain. Le
pH, la matiére organique et le contenu nutritionnel sont considérés comme le choix du
support (Tabassum et al., 2017). Les matériaux de support sont généralement destinés a
fournir une niche protectrice aux inoculants microbiens dans le sol, soit physiquement, via
la fourniture d'une surface protectrice ou d'un espace poreux, soit nutritionnellement, via la
fourniture d'un substrat spécifique (Gupta et al., 2015).

Les bactéries peuvent également étre lyophilisées et stockées sans support, mais toujours
aprés l'application de cryoprotecteurs tels que le mannitol ou la cellulose microcristalline.
L'ajout de sources de carbone ou de protecteurs cellulaires pourrait augmenter la durée de
conservation et I'efficacité des biofertilisants (Garcia-Fraile et al., 2015). Enfin, des
bactéries peuvent étre introduites dans I'eau d'irrigation via un équipement de fermentation
sur site (Martinez-Viveros et al., 2010).

Pour I'exploitation commerciale des PGPR en tant que biofertilisant efficace, il est
essentiel d'examiner l'interaction de la structure et des fonctions de la communauté
microbienne du sol indigéne pour les impacts écologiques potentiels. L'impact écologique
est un aspect important et essentiel pour l'influence des PGPR sur l'étude de la
communauté microbienne pour une utilisation sdre et cohérente des PGPR a grande échelle
(Chaudhary et al., 2019).

1. 3.6. 3. Technologie d'enrobage des semences

Compte tenu des limites d'une population mondiale croissante et du changement
climatique, il existe un intérét croissant pour le développement de pratiques agricoles (par
exemple, l'agriculture de précision) seules ou en combinaison avec d'autres outils (par
exemple, le traitement des semences) qui peuvent réduire [I'utilisation de produits
agrochimiques et assurer simultanément la durabilité de I'agriculture, la rentabilité et la
sécurité alimentaire (Ma, 2019). Par conséquent, il a été émis I'nypothese que I'enrobage
des semences limitera la croissance des mauvaises herbes et améliorera les performances
du riz semé directement en utilisant des agents d'enrobage a faible colt dans des conditions

submerges (Javed et al., 2021). L'agent d'enrobage des semences a les caractéristiques de
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prévention des maladies, d'augmentation du rendement des cultures et de sécurité de
I'environnement, ce qui est important dans I'application pratique (Ren et al., 2019).
L'enrobage des semences est une technique consistant a recouvrir les semences d'agents
adhesifs pour améliorer les performances des semences et I'établissement des plantes tout
en réduisant les colts de production. Pour répondre aux besoins de développement de
I'agriculture de précision, I'enrobage des semences a été largement utilisé dans l'agriculture
comme moyen efficace d'atténuer les stress biotiques et abiotiques, améliorant ainsi la
croissance, le rendement et la santé des cultures (Ma, 2019).

L'enrobage des graines est une technique dans laquelle un ingrédient actif (par exemple, un
inoculant microbien) est appliqué a la surface de la graine a l'aide d'un liant et, dans
certains cas, d'une charge qui peut servir de support (Rocha et al., 2019).

En outre, L'enrobage des semences est une technique consistant a recouvrir les semences
d'agents adhésifs pour améliorer les performances des semences et I'établissement des
plantes tout en réduisant les codts de production. Pour répondre aux besoins de
développement de l'agriculture de précision, I'enrobage des semences a été largement
utilisé dans l'agriculture comme moyen efficace d'atténuer les stress biotiques et
abiotiques, améliorant ainsi la croissance, le rendement et la santé des cultures (Ma, 2019;
Paravar et al., 2023).

Les principaux types d'enrobages de graines comprennent I'enrobage des graines, le
pelliculage et la granulation (Fig. 12), qui peuvent étre choisis différemment, selon le but
de l'application et le type de graine ou de microorganismes sélectionnés (Rocha et al.,
2019).
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Fig. 12. Exemples d'équipement et de type d'enrobage de semences (Pedrini et al., 2020).

Une meilleure performance des graines de riz enrobées a été associée a une activité anti-
oxydante accrue et a une reduction de la teneur en sucre ainsi qu'a une disponibilité accrue
d'oxygeéne dans le riz semé directement dans des conditions submergées. L'augmentation
du rendement grace a l'enrobage des semences a été associée a une croissance réduite des
mauvaises herbes, ce qui a entrainé un développement précoce des cultures et des attributs
de rendement plus élevés (Javed et al., 2021). L'enrobage des semences est l'un des
traitements les plus couramment appliqués dans l'agriculture moderne, mais les
implications sur les communautés endophytes des semences sont restées jusqu'a présent
inexplorées (Chen et al., 2020). Le revétement avec PGPR a été couramment utilisé dans
des applications commerciales ; les données de cinq expériences sont rapportées pour
prouver l'efficacité de I'introduction d'inoculums microbiens et la formation d'une
colonisation mycorhizienne via I'enrobage des graines et les effets positifs potentiels des
associations microbiennes établies (Vosatka et al., 2020). La faisabilité de I'enrobage des
semences avec du PGPB et de I'AMF en tant qu'approche biotechnologique pour améliorer
le rendement et la qualité des cultures est soulignée par des preuves expérimentales, bien
que les mécanismes par lesquels les plantes orientent la microbiomasse bénéfique pour

augmenter la résilience et la croissance face aux stress environnementaux ne soient pas
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clairs (Gautam, 2021). Récemment, I'enrobage biologique des semences avec le PGPM est
proposé comme une alternative au traitement conventionnel des semences (comme les
engrais et les produits de protection) en raison de son innocuité écologique et de ses
aspects socio-économiques (Ma, 2019). La sélection du type et de la concentration
appropriés de liant et de charge est cruciale pour la germination des graines, le
développement des plantes et la viabilité de l'inoculant microbien appliqué. D'autres
caractéristiques telles que la disponibilité, le codt, l'origine et les impacts
environnementaux doivent également étre prises en compte lors du choix des matériaux de
revétement les plus adéquats (Rocha et al., 2019). Les semences enrobées de Bacillus sp.
qui ont amélioré la croissance, le rendement et I'absorption de nutriments par Vigha
unguiculata, afin d'améliorer la durabilité de I'agriculture aride, peuvent constituer une
approche prometteuse (Gautam, 2021). Des graines de riz enrobées de peroxyde de
calcium et de Bacillus sp. KS-54 ont montré une émergence significativement améliorée et
des valeurs accrues de l'indice d'émergence par rapport aux graines non enrobées (Javed et
al., 2021). En raison de ses excellentes caractéristigues de revétement, de sa
biodégradabilité compléte et de sa capacité de renouvellement, les agents adhésifs tels que
la GA, le CMC et le saccharose sont considérés comme des candidats prometteurs pour les
agents adhésifs inoculant les semences (Marwanto et al., 2020). De plus, I'enrobage des
graines de soja avec du CMC combiné avec un fongicide, ou sans combinaison, fournit un
bon enrobage des grains (de Camargo et al., 2017). Enfin, différents systéemes agricoles
devraient considérer I'utilisation de micro-organismes bénéfiques comme une exigence,
pour des pratiques agricoles durables. Par exemple, l'inoculation d'agents microbiens ou de
consortiums dans les semences avant le semis doit étre considérée comme une activité de
routine (Santoyo, 2022).
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commerciales d'enrobage des semences (Ma, 2019).
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2. Matériel et méthodes

2. 1. Souches bactériennes

Les souches bactériennes Pantoea agglomerans Pa (LMA2) (MUJJ00000000.1) (Cherif-
Silini et al., 2019) et Bacillus thuringiensis B25 (JX196352) (Cherif-Silini et al., 2016) ont
été utilisées dans cette étude. La souche Pa a été initialement isolée de la rhizosphere de
champs de blé dur dans la région aride et saline de Bou- Sadda, Algérie (35°23'38"” N
4°19'18.1" E, pH 9, conductivité électrique CE = 3,54 ms/cm). La souche B25 a été isolée
de la rhizosphere du blé dur dans la région semi-aride nord de Sétif, en Algérie
(36°17'40.5" N 2532.8" E, pH 7,9, CE = 1,3 ms/cm). Les souches ont été sélectionnées
comme les meilleurs isolats bactériens avec des activités PGP élevées et testées pour aucun
antagonisme entre elles, ce qui permet de les utiliser soit individuellement, soit en

combinaison afin de promouvoir de maniére synergique la croissance des plantes.

2. 2. Materiel végetal

Les semences de deux génotypes locaux de blé dur, Bousselam (Triticum durum L.c.v
Bousselam) et Boutaleb (Triticum durum L.c.v Boutaleb), ont été utilisées. Leur zone
d'adaptation était les hauts plateaux et les plaines intérieures de I'Est algérien. Bousselam
(Pedigree : Heider/Marli/Heider-Cro ICD-414-1BLCTR-4AP) est une variété semi-tardive,
de hauteur moyenne. Alors que la variété Boutaleb (Pedigree : HEDBAO3/OFONTO-DZ-
ITGC-SETO001-) a un cycle végétatif intermédiaire. Les rendements en grains et en pailles
étaient élevés chez les deux variétés et elles présentaient une bonne tolérance aux stress
abiotiques (la verse, la sécheresse et le froid) et aux stress biotiques (les maladies
fongiques). Ces deux variétés de blé dur ont été aimablement fournies par I'Institut
Technigue des Grandes Cultures (ITGC) (Sétif, Algérie).
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2. 3. Effet de I'inoculation bactérienne sur la germination des graines
Cette expérience a été réalisée pour évaluer les effets des PGPR sur la germination des

graines considérée comme la premiére étape de la croissance des plantes.

2. 3. 1. Deésinfection des semences

Les graines ont été désinfectées en surface par immersion successive dans de I'éthanol
(70%, 1 mn), puis dans de I'nypochlorite de sodium (2%, 30 mn) et rincer six a sept fois a
I’eau distillée stérile (Cherif-Silini et al., 2019).

2. 3. 2. Préparation de I'inoculum bactérien et de I'enrobage des semences

Les souches bactériennes ont été prélevées dans le stock de glycérol et inoculées sur une
gélose nutritive a 30°C/24 h. Chaque souche a été inoculée dans un bouillon trypticase soja
(TSB) avec une agitation constante a 150 rpm pendant 48h/30°C. Les cultures ont été
centrifugées a 3000 rpm pendant 20 minutes. Un culot de chaque souche a été mis en
suspension (108 UFC/ml) dans une solution stérile de carboxyméthyl cellulose (CMC) a
1%. Pour la préparation du consortium microbien (Pa+B25), les suspensions des deux
souches bactériennes ont été mixées a volume égal pour constituer un inoculum contenant
108UFC /ml pour chaque souche (Shweta et al., 2008; Singh et al., 2020).

L’enrobage des graines désinfectées de chaque variété de blé a été réalisé par leur
immersion pendant 3h/30°C dans la suspension bactérienne a base de CMC a 1% (Khan et
al., 2019; Pathania et al., 2020), séchées pendant une nuit dans une hotte a flux laminaire,
et stockées a tempeérature ambiante, dans un endroit sec et a l'obscurité. Les graines non
inoculées et enrobées d'une solution stérile de CMC ont servi de contréle négatif (Cherif-
Silini et al., 2019). La conservation des graines a été réalisée a une température ambiante et

a 1’abri de la lumiére.

2. 3. 3. Germination des graines
La germination a été effectuée sur des graines inoculées et enrobées en triplicata, avec

quatre groupes représentant le type de traitement :
1- Graines non inoculées (Contréle),
2- Graines inoculées avec Pa,
3- Graines inoculées avec B25,
4- Graines co-inoculées avec Pa + B25.
La germination a été réalisée sur des graines bactérisées et enrobées qui sont placées sur

une double couche de papier Whatman N°40 humide (imbibé par 10 ml d’eau distillée
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stérile) dans des boites de Pétri stériles. Les boites sont incubées pendant 11 jours a une
température de 25 +2°C et a I’abri de la lumiére. Lorsque la radicule mesurait au moins 3
mm longueur, les graines ont été considérées comme étant germées. Quatre parametres
étaient enregistrés dans cette expérience : les pourcentages de germination finaux (PGF),
I’indice de taux de germination (ITG), l'indice de vigueur de la longueur des plantules
(IVLP) et l'indice de vigueur en poids des plantules (IVPP). Les PFG ont été déterminés le
11éme jour d'incubation (Kerbab et al., 2021). Le test de germination a été réalisé en
triplicata.
PGF = Nombre de graines germées / Nombre total de graines x 100
ITG =G3/3 + G6/6 + G9/9 (G3, G6 et GI sont les pourcentages de germination a 3,
6 et 9 jours)
IVLP = Longueur des plantes germées (cm) x (%) de germination

IVPP = Poids sec des plantes germées (mg) x (%) germination

2. 4. Effet de I'inoculation bactérienne sur la croissance des plantes de blé

dur dans un compost stérile

Pour évaluer I’effet de 1’inoculation sur la croissance végétale dans le compost stérile, les
graines des deux variétés de blé Bousselam et Boutaleb ont eté stérilisées en surface par une
solution d’hypochlorite de sodium (2%) pendant 30 mn et rincées plusieurs fois a I’eau
distillée stérile. Les graines ont été germées sur du papier Wathman N°40 dans boites de Pétri
contenant 10 ml d’eau distillée stérile a 20°C/48h a I’obscurité. L’inoculation et I’enrobage
ont été réalises comme précédemment pendant 3 h a 150 tr / mn et a 30°C pour les graines
dont la longueur de la radicule a atteint 3mm. Les graines non inoculées (Témoin) ont été
immergées dans une solution de CMC a 0.5%. Des pots en plastique (2 = 10cm) dont la
surface interne est désinfectée avec de I’éthanol a 70% sont remplis de 150g de compost
stérilis¢ a 1’autoclave (120°C/1h) durant 3 jours successifs. Les pots sont divisés en quatre
groupes et représentent le type de traitement comme précédemment. Les graines traitées ont
été semeées (une graine/pot) a une profondeur de 1cm de la surface. L'expérience a été répétée
4 fois et s'est déroulée pendant 75 jours dans une chambre de croissance avec une température
moyenne jour/nuit de 26°C et 16°C, respectivement, et une photopériode de 16 heures.
L'humidité du compost a été ajustée et maintenue ambiante par arrosage avec de I'eau stérile.
Au stade de I'épi, les racines et les feuilles ont été collectées. Leurs longueurs et leurs poids

frais et sec ont été déterminés. Les dosages des parametres biochimiques de croissance
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(pigments chlorophylliens et sucres totaux) et de stress (proline et malondialdéhyde : MDA)
ont été effectués. La survie des bactéries inoculées dans la rhizosphere et leur capacité de

colonisation des racines ont été évaluées.

2. 4. 1. Détermination des parametres morphologiques
Au stade d’épi, les racines et les tiges ont ¢été récupérées. Leurs longueurs et poids frais et sec

(aprés 72h a 65°C) ont été déterminés.

2. 4. 2. Détermination des parametres biochimiques

Les dosages des parameétres biochimiques de croissance (pigments chlorophylliens et
sucres totaux) et de stress (proline et de malondialdehyde : MDA) ont été effectués. La
survie des bactéries inoculées dans la rhizosphére et leur capacité de colonisation racinaire

ont été évaluées.

2.4 .2.1. Chlorophylles et caroténoides

Les chlorophylles a et b et les caroténoides ont été déterminés d’aprés Kerbab et al. (2021)
ou 0,5g des feuilles de chaque échantillon sont découpées en petits segments (0,5cm) et
homogénéisés dans 10ml d’acétone a 80% et conservés a -10°C pendant une nuit. L’extrait
organique est centrifugé a 14000rpm/ Smn et 1’absorbance du surnageant est mesurée a
663, 645 et 470 nm pour déterminer les chlorophylles a, b et les caroténoides,
respectivement.

C a=12.70 Ase3 - 2.69 Asss.

C b =22.90 Agss - 4.68 Ags3.

C a+b=20.21 Asss + 8.02 Ages.

Cx+c= (1000 As70 - 1.9 C4 - 63.14 Cp) /214.

Ca: concentration en chlorophylle a ;
Cb : concentration en chlorophylle b ;
C a+b: concentration en chlorophylle totale ;

C x+c: concentration en caroténoides.

2.4.2. 2. Sucres totaux
L’extraction des sucres totaux de la matiére fraiche foliaire a été réalisée selon le

protocole suivant : a 0.1g de feuilles sont additionnés 3ml d’éthanol (80%). Le mélange est
incubé a température ambiante et a 1’obscurité pendant 48h. Ensuite, il est chauffé a 80°C

au bain marie pour évaporer I’éthanol et agité en ajoutant 20ml d’eau distillée.
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Les sucres totaux sont déterminés selon la méthode de Dubois et al., (1956). L’intensité de
la coloration est proportionnelle a la concentration des sucres. 0,5 ml de I’échantillon est
ajouté a 0,5 ml d’une solution de phénol a 5% auxquels sont ajoutés 2,5 ml d’acide
sulfurigue. La DO est mesuré a 490 nm. Les valeurs obtenues sont traduites en
concentrations de glucose par référence a une courbe d’étalonnage préalablement établies.

L’ensemble des paramétres biochimiques a été effectué en duplicata.

2. 4.2.3. Proline

L’extraction de la proline des feuilles a été réalisée a froid en mixant des aliquotes de 50
mg de poids frais des feuilles avec 1 ml de solution d’éthanol : eau (40 : 60 v / v) et laissée
une nuit a 4 °C. Le mélange est ensuite centrifugé a 14 000 rpm /5 mn. A 500 ul de
surnageant sont ajoutés 1000 ul de mélange réactionnel (ninhydrine 1% (p / v) dans de
I'acide acétique 60% (v / v)) dans des tubes a bouchon a vis de 1,5 ml chauffés a
95°C/20mn. Le mélange est, ensuite, centrifugé a 10000 rpm/Imn et I’ évaluation du
contenu foliaire en proline est déterminée a 520 nm en utilisant la proline (5mM) comme
solution étalon (Cherif - Silini et al., 2019).

2. 4. 2. 4. Peroxydation des lipides (MDA)

La peroxydation lipidique dans les feuilles a été determinée par estimation de la teneur en
malondialdéhyde (MDA). En effet, 0,2 g de la matiere fraiche coupée en morceaux de
5mm et macérée dans 1ml de 1’acide trichloracétique (ATC) (0,1%) et centrifugées (10 000
rpm /5 mn). Ensuite, 0,5 ml du surnageant est ajouté a 2 ml de ATC (20%) contenant 0,5%
d’acide thiobarbiturique. Le mélange est chauffé a 95 °C / 30 mn puis refroidi rapidement
dans un bain de glace. Le résultat du mélange est centrifugé a 10 000 rpm /15 mn et
I’absorbance du surnageant a été mesurée a 532 nm. Les densités ont été corrigées pour
éliminer la turbidité non spécifique en soustrayant la DO a 600 nm. La concentration de
malondialdéhyde a été calculée en utilisant le coefficient d’extinction de 155 mM * cm
(Madhava Rao et Sresty, 2000).

2. 4. 3. Persistance bactérienne dans la rhizosphére

La persistance bactérienne dans la rhizosphere a été déterminée par un dénombrement
(UFC/g) des bactéries cultivables aprés 75 jours de croissance végetale du blé. 1 g de
compost rhizosphérique stérile préleve en profondeur a lcm de la surface a été
homogénéis¢ a 10 ml d’eau physiologique stérile pendant 4 a 5 minutes. 0.1 ml de

I’échantillon et de chaque dilution décimale allant de 10°* a 10°ont été étalés sur la surface
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de gélose LB incubée a 30°C/48h (Cherif-Silini et al., 2019). La survie des bactéries
testées dans la rhizosphére stérile a été réalisée en duplicata.

2. 4. 4. Colonisation bactérienne endophytique

Pour éliminer les particules du compost adhérentes aux racines, celles-ci ont été mises dans
9 ml d’cau physiologique stérile sous agitation pendant 5 mn a 240 rpm /mn. Ensuite, 1 g
de ces racines ont été (i) désinfectées dans une solution d’hypochlorite de sodium a 1%
(Imn) et d'éthanol a 70% (2 mn), (ii) lavées plusieurs fois avec de I'eau distillée stérile, (iii)
macérées dans 9 ml d’eau physiologique stérile (10mM) et (iv) broyées a 1’aide d’un
mortier. 100ul de 1’échantillon et de chaque dilution allant de 10" a 10 ont été étalés a la
surface du milieu LB en boites de Pétri incubées a 30°C/72h. Les dénombrements

bactériens ont été exprimés en UFC/g de racines.

2. 5. Effet de I'inoculation sur la croissance de la plante de blé dur dans

un sol non stérile

Le sol a été préleve d'un champ situé a l'université de Sétif 1, Algérie (36°12'00.8"” N
5°22'08.9"” E). L'analyse physico-chimique a été réalisée au laboratoire agronomique
Fertial, Annaba, Algérie. Le sol a été classé comme argileux et limoneux, avec une
conductivité électrique et un pH de 0,15 mS/cm et 8,34, respectivement. Les teneurs en
matiére organique facilement disponible, d'azote, de K et de phosphore eétaient,
respectivement, de 14,1 g/kg, 1,3 g/kg, 183 mg/kg, et 14 mg/kg (Tab.3).

Tab. 3. Caracteres physico-chimiques du sol

Conductivité (1/5 mS/cm) 0,15 Non salé
pH eau (1/2.5) 8,34 Alcalin
C/N 6,31 Faible
Carbonates 18,84% | 188400,00
Matiére organique 1,41% 14100,00
Azote total 0,13% 1300,00
meqg/100gr | p.p.m.
Phosphore (Olsen) 0,05 14
Potassium échangeable 0,5 183,8
Magnésium echangeable 5,6 682,2
Calcium échangeable 42,5 8515,0
Sodium échangeable 0,3 66,7

e ————

51



Des pots en plastique (20 cm de diameétre x 18 cm d’hauteur) ont été stérilisés avec une
solution d'hypochlorite de sodium a 20%, remplis d’environ de 4 kg de sol préalablement
tamisé a travers un maillage de 0,5 cm et séché a I’air. Les graines de blé ont été
désinfectées, puis germées et enrobées comme décrit précédemment. Vingt graines ont été
semées dans chaque pot. Les traitements suivants avec cing répétitions et avec deux
variétés de blé Bousselam et Boutaleb ont été étudiés. Des graines enrobées avec du CMC
inoculées ou non ont été utilisées :

1 : Graines non inoculées,

: graines inoculées avec Pa,

. graines inoculées avec B25,

: graines co-inoculées avec Pa et B25,

g B~ W N

: graines inoculées avec FZB42 (Fan et al., 2018) utilisée comme témoin positif.

Fig. 14. Remplissage des pots avec du sol et semi des graines de blé traitées.

La croissance végétale a été suivie dans une chambre de croissance controlée
(photopériode 16/8 h, 12000 Lux et une moyenne de températures diurnes/ nocturnes de
26/16°C). Les plants ont été éclaircis 15 jours aprés le semis pour maintenir le nombre
souhaité uniforme (dix plants par pot) dans chaque pot. Les plantes ont été irriguées deux

fois par semaine avec de 1’eau potable.

2.5. 1. Parametres morphologiques

Apres une croissance de 114 jours (du 28 Novembre 2019 a 21 Mars 2020), les plantes, au
stade d’épi, ont été récoltées et lavées a 1’eau distillée. Les racines et les tiges ont été
séparées puis les parametres de croissance ; longueur des tiges et des racines, poids frais et

sec des tiges et des racines ont été mesurés. Ces parameétres ont été réalisés en triplicata.

2. 5. 2. Parameétres biochimiques
Les parameétres biochimiques chlorophylles a et b, caroténoides, sucres totaux, proline et

MDA ont été déterminées en duplicata, comme decrit précédemment.
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2. 5. 3. Effet de ’inoculation sur la communauté rhizobactérienne

2.5.3. 1. Dénombrement des rhizobactéries

Une quantité de 1 g de sol rhizosphérique de blé adhérant étroitement aux racines a été
réparti dans 10 ml d'eau physiologique stérile et agité¢ pendant 5 mn. 100ul de 1’échantillon
et de chaque dilution décimale allant de 10t a 10 ont été étalés en duplicata sur milieu
Tripticase soja agar (TSA) incubés a 30°C/72 h. Sur la base des caractéristiques
morphologiques des colonies, 13 isolats visiblement distincts ont été purifiés et conservées

dans des géloses inclinées a 4°C pour une évaluation ultérieure de leur activité PGP.

2. 5. 3. 2. Dénombrement des bactéries endophytes

Apres le prélevement des plantes, 1g des racines a été conservée a 4°C. Au moment de
I’isolement, les racines sont désinfectées a la surface par immersion dans 1’éthanol a 70%
pendant 1 mn, puis dans I’hypochlorite de sodium a 2% /30 mn et rincées neuf a dix fois a
I’eau distillée stérile. Les derniéres eaux de ringage sont ensemencees sur TSA a 30°C/72h.
Aprées broyage et homogénéisation des racines dans 10ml d’eau physiologique stérile, une
série de dilutions de 10! & 108 a été effectuée et 100ul de 1’échantillon et de chaque
dilution ont été ensemencés et incubés en duplicata, sur TSA et incubées a 30°C/72h.
Apreés dénombrement, six a huit souches sont purifiées par traitement et conservées pour

une caractérisation de leur activités PGP (Rabhi et al., 2022).

2.5. 3. 3. Activités PGP

Les activités de promotion de la croissance des plantes (PGP in vitro) des isolats bactériens
ont été déterminées en duplicata, en utilisant des protocoles standards pour la solubilisation
des phosphates, la croissance en milieu exempte d’azote (fixation d’azote), la production

de sidérophores, la production d'AlA, et I'activité de I’ACC désaminase.

2. 5. 3. 3. 1. Solubilisation du phosphate

La gélose Pikovskaya contenant du phosphate tricalcique a été utilisée dans cet essai. Un
volume de 10 ul de chaque culture bactérienne ont été déposés sur la surface de la gélose
PVK et incubés a 30°C pendant 7 jours. L'apparition d'un halo transparent autour de la
colonie indique une solubilisation du phosphate (Saidi et al., 2021).

2. 5. 3. 3. 2. Fixation de I’azote
Le milieu Winogradsky (WS) a été utilisé pour vérifier la capacité des souches

bactériennes a se développer sur un milieu exempte d’azote. 10 pl de chaque culture
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bactérienne ont été déposés sur la surface de la gélose. L’apparition de colonie visible sur
le milieu aprés 4 jours d’incubation a 30°C, indique la capacité de la souche de croitre sur
un milieu ne contenant pas d’azote. La réaction de chaque souche bactérienne a €té notée

positive ou négative dans le test (Rabhi et al., 2022).

2. 5. 3. 3. 3. Production de sidérophores

Une colonie d’une culture bactérienne fraiche a été diluée dans 7ml d’eau physiologique
stérile et vortexée, 20l de cette suspension ont été transférées dans 1ml de milieu King B
et incubé & 30°C/96 h. Les cultures ont été centrifugées a 12000 rpm/ 5 mn et 100ul du
surnageant a été mélangé avec 100pl de réactif de CAS (Le complexe tertiaire bromure de
chromazurol-S (CAS) / Fe3* [ hexadécyl triméthyl ammonium a servi d'indicateur) dans un
puits de microplaque incubé 30 mn a I’obscurité. Un changement de la couleur bleue du
milieu en orange indique la production de sidérophores. La DO a été mesurée par un
lecteur de microplaque & 630 nm (Ben Slama et al., 2019).

2. 5. 3. 3. 4. Production de ’AIA

Un volume de 20 uL de la suspension bactérienne précédente ont été transférés dans 1mi
de milieu LB additionné de 2g de tryptophane et incubé a 30°C/96 h. les cultures ont été
centrifugées a 12000 rpm/ 5mn. 100ul du surnageant a été transféré dans un puits de
microplaque auquel 150ul de réactif de Salkowski a été ajouté, la microplaque est incubée

a 30 mn a I’obscurité. L’absorbance a été¢ lue a 490nm ( Romasi et Lee, 2013).

2.5.3. 3.5. Production de ’ACC désaminase

L’activit¢ ACC désaminase des isolats a été évaluée selon la méthode de Li et al., (2011).
Une colonie bactérienne a été cultivée dans 5ml de bouillon LB incubée a 28°C/48h avec
agitation 150 rpm/mn. 2ml de chaque culture ont été centrifugées a 8000 rpm /5 mn. Le
culot cellulaire a été récupéré lavé deux fois avec 1ml du milieu DF liquide, et re-suspendu
dans 2 ml de milieu DF-ACC préparé comme suit : une solution de 0,5 mol/l d’ACC a été
stérilisé par filtration sur membrane 0,2 pum, et ajouté dans le milieu minimum DF
autoclavé pour obtenir le milieu DF-ACC avec une concentration finale en ACC de 3,0
mmol /1. Aprés incubation a 28°C/24 h, 1 ml de la culture bactérienne a été centrifugée et
100 pl du surnageant récupéré ont été dilués 10 fois dans de milieu DF liquide sans ACC
dans des tubes de 1,5 ml. Ensuite, 60 pl de chaque surnageant ont été mélanges avec 120
ul de réactif de ninhydrine (500 mg de ninhydrine et 15 mg de I'acide ascorbique ont été

dissous dans 60 ml d'éthyléne glycol, conservé a -20°C et melangé a 60 ml de tampon
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citrate (pH 6,0)). Le mélange réactionnel est chauffé par ébullition pendant 30 mn. Un test

qualitatif est réalis¢ a I’ceil nu par comparaison avec le blanc (DF sans inoculation).

2. 6. Effet de la conservation sur la survie bactérienne des graines

inoculées enrobées

Pour évaluer I’effet de la durée de conservation sur la survie bactérienne des graines
inoculées enrobées, 1g de graine prélevé a différentes périodes de conservation a
températures ambiantes (24 h, 45 jours, 7 mois, 13 mois et 21 mois) est mis en suspension
dans 10ml d’eau physiologique. 0, Iml de I’échantillon et de chaque dilution décimale
allant de 10 & 10°° décrit comme précédemment ont été étalés sur la surface de gélose LB.
Le dénombrement en UFC/g de graines a été effectué, en duplicata apres 48h a 30 °C
d’incubation (Cherif-Silini et al., 2019).

2. 7. L analyse statistique

L'analyse statistique des données a été réalisée a l'aide d'une analyse de variance
(ANOVA) et lorsque des effets significatifs ont été détectés, les groupes ont été comparés
a l'aide d'un test HSD de Tukey post-hoc, Le programme statistique utilisé était SPSS
Statistics v.22. Les activités PGP des souches bactériennes isolées ont été analysées par des

clusters hierarchiques avec des heatmap créés a l'aide du logiciel OriginLab 2021.
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3. Résultats et discussion

3. 1. Résultats

3. 1. 1. Effet de I'inoculation bactérienne sur la germination des graines du blé dur

Le traitement des graines du blé dur avec Pa et B25 n’avait révélé aucun effet significatif
sur la germination, sauf sur les indices de vigueur de la longueur (IVLP) et du poids
(IVPP) chez Boutaleb, ou I’inoculation avec Pa ou en association avec B25 avait montré
une augmentation de ces parameétres, (Fig. 15 D).
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Fig. 15. Effet de I’inoculation et de la co-inoculation sur (A) le pourcentage final de
germination, (B) I’indice de taux de germination (%), (C) I’indice de vigueur de la
longueur, et (D) I’indice de vigueur du poids avec les deux variétés Bousselam et Boutaleb.
Les résultats sont exprimés sous forme de moyenne d'erreur standard des valeurs de germination en triplicata.
Les barres étiquetées avec des lettres différentes sont significativement différentes entre les traitements en
utilisant le test HSD de Tukey. Dans chaque groupe de barres, les barres étiquetées avec la méme lettre ne
sont pas significativement différentes les unes des autres selon le test HSD de Tukey.
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Pa+B25

Fig. 16. Effet des souches bactériennes sur la germination des graines de ble.
A : variété Bousselam, B : variété Boutaleb.

3. 1. 2. Effet de ’inoculation sur la croissance végétale du blé

3. 1. 2. 1. Effet de ’inoculation et de la co-inoculation sur la croissance végétale du blé
dur dans le compost stérile

3.1. 2. 1. 1. Paramétres morphologiques

Les résultats des paramétres morphologiques ont montré que la mono inoculation et la co-
inoculation des graines de blé dur, chez les deux variétés dans un compost stérile,
entrainent une amélioration de 1I’ensemble des paramétres morphologiques de la croissance
vegétale. Celle-ci est visible, essentiellement chez la variété Boutaleb, avec une
augmentation de plus de 24,78% dans la longueur des racines, 60% dans le poids frais des
racines, et 45% dans le poids sec des feuilles et des racines, (Fig. 17 B, C, D, E et Fig. 18).

Alors que chez Bousselam, ’effet de 1’inoculation avec B25 a été nul.
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Fig. 17. Effet de I’inoculation par Pa et/ou B25 sur les paramétres morphologiques des
plantes cultivées dans le compost stérile (A) la longueur des feuilles (cm), (B) longueur des
racines (cm), (C) poids frais des feuilles (mg), (D) poids frais des racines (mg), (E) poids
sec des feuilles (mg), (F) poids sec des racines (mg). Les résultats sont exprimés sous forme de
moyenne d'erreur standard des valeurs de 4 réplications. Les barres étiquetées avec des lettres différentes sont
significativement différentes entre les traitements en utilisant le test HSD de Tukey. Dans chaque groupe de

barres, les barres étiquetées avec la méme lettre ne sont pas significativement différentes les unes des autres
selon le test HSD de Tuckey.

Pa+B25

Fig. 18. Effet de I’inoculation et de la co- inoculation sur la croissance des plantes
cultivées dans le compost stérile. A gauche : Bousselam, a droite : Boutaleb.
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3.1.2.1. 2. Paramétres biochimiques

a) Pigments chlorophylliens

Comparé au témoin, la teneur des pigments chlorophylliens (chlorophylle a, b, totale et
caroténoides) a augmenté avec 1’inoculation par Pa seule ou en co-inoculation avec B25,
alors que le traitement par B25 semble avoir un effet non significatif sur la teneur de ces
pigments, (Fig. 19). Chez la variété Bousselam, des augmentations significatives de
83,75% de la chlorophylle a, et de 74,17% de la chlorophylle totale ont été enregistrées
dans le cas de la co-inoculation, (Fig. 19 A et C). La teneur en caroténoides a, aussi, été
améliorée sous I’effet de ce traitement chez Bousselam et Boutaleb avec des taux de

46,63%, et de 74,16%, respectivement (Fig. 19 D).
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Fig. 19. Effet des souches bactériennes sur les pigments chlorophylliens des plantes
cultivées dans le compost stérile (A) chlorophylle a (ug/g MF), (B) chlorophylle b (ug/g
MF), (C) chlorophylle a+b (ug/g MF), et (D) Caroténoides (ug/g MF). Les résultats sont
exprimés sous forme de moyenne d'erreur standard des valeurs de duplicata. Les barres étiquetées avec des
lettres différentes sont significativement différentes entre les traitements en utilisant le test HSD de Tukey.

Dans chaque groupe de barres, les barres étiquetées avec la méme lettre ne sont pas significativement
différentes les unes des autres selon le test de HSD de Tukey.
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b) Sucres totaux, proline et MDA

L’effet de I’inoculation sur le contenu foliaire en sucres totaux est variable seclon la
variété de blé, il s’est manifesté par une €lévation notable dans les feuilles des plantes
indifféremment traitées par Pa, B25 et la co-inoculation chez Boutaleb. Alors que chez
Bousselam, seule Pa seule ou en association avait un impact positif (Fig. 20 A).

L’effet de I’inoculation des graines sur les indicateurs biochimiques de stress chez les deux
variétés de blé semble mitigé. En effet, Les variations du contenu foliaire en proline et en
MDA suite a I’inoculation des graines sont observées uniquement chez Bousselam ou on a
remarqué des diminutions significatives de la MDA lors des différents traitements, et de la
proline lorsque Pa en mono-inoculation ou en co-inoculation avec B25 sont utilisées (Fig.
20 C).
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Fig. 20. Effet des souches bactériennes sur le contenu en (A) sucres solubles totaux (ug/g
MF), (B) proline (uM/g MF), et (C) MDA (nM/g MF) dans les plantes cultivées dans le

compost stérile. Les résultats sont exprimés sous forme de moyenne derreur standard des valeurs en
duplicata. Les barres étiquetées avec des lettres différentes sont significativement différentes entre les
traitements en utilisant le test HSD de Tukey. Dans chaque groupe de barres, les barres étiquetées avec la
méme lettre ne sont pas significativement différentes les unes des autres selon le test HSD de Tukey.

Les effets de I'inoculation des graines sur les indicateurs biochimiques de stress chez les
deux variétés de blé semblaient mitigés. En effet, des variations de teneurs en proline
foliaires et en MDA suite a l'inoculation des graines n'‘ont été observées que chez
Bousselam. Des diminutions de la proline ont été constatées lorsque la souche Pa en mono-
inoculation ou en co-inoculation avec la souche B25 a été utilisée (Fig. 20 B) et en MDA

au cours des différents traitements (Fig. 20 C).

3. 1. 2. 1. 3. Survie bactérienne dans la rhizosphére stérile

Aprés 75 jours de croissance végétale, La survie bactérienne de Pa et de B25 dans la
rhizosphére des deux variétés de blé a été appréciable. Les dénombrements de Pa en mono
et en co-inoculation ont été de 1’ordre de 1,80x 10% UFC /g et 2,91x 107 UFC /g dans la
rhizosphére de Bousselam, (Fig. 21 A), et de ’ordre de 1,19 x10” UFC /g et 2,30x10°
UFC /g dans la rhizosphere de Boutaleb, (Fig. 21 A). Ainsi pour B25 prise
individuellement ou en association avec Pa, les dénombrements ont été de I’ordre de 2,10%
10°; 4,73% 107 et 7,86 x 10°; 6,91x 10° UFC/g dans le sol rhizosphérique de Bousselam
et de Boutaleb, respectivement. Alors qu’a I’intérieur des racines, seule Pa existait a des
teneurs de 1,08x10° et 3,50 x 10°dans les racines de Bousselam et de 9,33x 10° UFC/g et
2,22x10® UFC/g 10° dans les racines de Boutaleb. Contrairement a B25, Pa a été capable

de coloniser les racines et semble étre une bactérie endophyte.
=
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Fig. 21. Survie bactérienne dans la rhizosphere et dans les racines « Log N (UFC/g) » (A)
variété Bousselam, (B) variété Boutaleb. Les résultats sont exprimés sous forme de
moyenne d'erreur standard des valeurs en duplicata. Les barres étiquetées avec des lettres
différentes sont significativement différentes entre les traitements en utilisant le test HSD de Tukey. Dans
chaque groupe de barres, les barres étiquetées avec la méme lettre ne sont pas significativement différentes
les unes des autres selon le test HSD de Tukey.
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3. 1. 2. 2. Effet de I'inoculation et de la co-inoculation sur la croissance des plantes du
blé dur dans un sol non stérile

3. 1. 2. 2. 1. Parameétres morphologiques

Comparativement au compost, dans le sol non stérile, I’analyse de la variance des poids
frais et secs des racines et des feuilles, de I’allongement racinaire et de la hauteur de la
plante a montré que tous les traitements de 1’inoculation augmentaient significativement
ces parametres chez les deux variétés de blé qui semblaient répondre de la méme maniére
(Fig. 22 et 23). Cette augmentation dépassait 22% pour la longueur foliaire et racinaire,
(Fig. 22 A et B), et 30% pour le poids frais des feuilles et des racines de Bousselam, lors de

I’inoculation avec Pa, B25 ou la co-inoculation (Fig. 22 C et D).
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Fig. 22. Effet des souches bactériennes sur les paramétres morphologiques des plantes
cultivées dans le sol non stérile (A) la longueur des feuilles (cm), (B) la longueur des
racines (cm), (C) poids frais des feuilles (mg), (D) poids frais des racines (mg), (E) poids
sec des feuilles (mg), (F) poids sec des racines (mg). Les résultats sont exprimés sous forme de
moyenne d'erreur standard des valeurs en triplicata. Les barres étiquetées avec des lettres différentes sont
significativement différentes entre les traitements en utilisant le test HSD de Tukey. Dans chaque groupe de

barres, les barres étiquetées avec la méme lettre ne sont pas significativement différentes les unes des autres
selon le test HSD de Tukey.
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B25 Pa+B25 FzB42 ] Pa+B25 FZB42

Fig. 23. Effet de I’inoculation et de la co-inoculation sur la croissance végétale des plantes
cultivées dans le sol non stérile. A gauche : Bousselam, a droite : Boutaleb.

3. 1.2. 2. 2. Paramétres biochimiques

a) Pigments chlorophylliens

L’inoculation bactérienne améliorait les teneurs en pigments chlorophylliens, une
augmentation significative a été constatée dans la chlorophylle a, la chlorophylle totale et
les caroténoides (Fig. 24 A, C et D). Pa s’est avérée la plus performante. L’effet de la

variété sur la chlorophylle n’est pas significatif.
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Fig. 24. Effet des souches bactériennes sur le contenu en pigments chlorophylliens des
plantes cultivées dans le sol non stérile (A) chlorophylle a (ug/g MF), (B) chlorophylle b
(Mg/g MF), (C) chlorophylle a+b (ug/g MF), et (D) caroténoides (g/g MF). Les résultats sont

exprimés sous forme de moyenne d'erreur standard des valeurs en duplicata. Les barres étiquetées avec des
lettres différentes sont significativement différentes entre les traitements en utilisant le test HSD de Tukey.
Dans chaque groupe de barres, les barres étiquetées avec la méme lettre ne sont pas significativement
différentes les unes des autres selon le test HSD de Tukey.

b) Sucres totaux, proline et MDA

L’inoculation n’avait aucun effet significatif sur le contenu foliaire en sucres totaux chez
les deux variétés de blé (Fig. 25 A). Concernant, les résultats de la teneur des feuilles en
proline, lls ont été mitigés et variables selon la variété de blé étudiée, FZB42 était efficace
sur Bousselam. Alors que chez Boutaleb, la diminution de la proline était observée chez les
différents traitements d’inoculation (Fig. 25 B). La teneur en MDA sous D’effet du
traitement a été variable, selon la variété utilisée, elle a été inchangée chez Boutaleb, mais,

elle diminuait fortement sous Pa, B25 et la co-inoculation chez Bousselam (Fig. 25 C).
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Fig. 25. Effet des souches bactériennes sur le contenu en : (A) sucres solubles totaux (ug/g
MF), (B) proline (uM/g MF), et (C) MDA (nM/g MF) dans les feuilles de blé cultivé dans

le sol non stérile. Les résultats sont exprimés sous forme de moyenne d'erreur standard des valeurs en
duplicata. Les barres étiquetées avec des lettres différentes sont significativement différentes entre les
traitements en utilisant le test HSD de Tukey. Dans chaque groupe de barres, les barres étiquetées avec la
méme lettre ne sont pas significativement différentes les unes des autres selon le HSD de Tukey.

3. 1. 2. 2. 3. Effet de I'inoculation sur la communaute rhizobactérienne et endophyte
a) Communauté bactérienne cultivable totale

L’évaluation de la densité bactérienne de la flore totale isolée de la rhizosphére et des
endophytes de blé sous ’effet de I’inoculation n’a révélé aucun changement chez les deux
variétés (Fig. 26). Les dénombrements ont été de 1’ordre de 10° & 10° UFC/g de sol ou de

racines pour les bactéries rhizosphériques et les endophytes.
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Fig. 26. Dénombrement des bacteéries totales isolées de la rhizosphére et des racines du blé
cultivé dans le sol non stérile « Log N (UFC/g) » (A) variété Bousselam, (B) variété

Boutaleb. Les résultats sont exprimés sous forme de moyenne d'erreur standard des valeurs en duplicata.
Les barres étiquetées avec des lettres différentes sont significativement différentes entre les traitements en
utilisant le test HSD de Tukey. Dans chaque groupe de barres, les barres étiquetées avec la méme lettre ne
sont pas significativement différentes les unes des autres selon le test HSD de Tukey.
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Fig. 27. Colonies bactériennes apres étalement sur milieu TSA. A : colonies isolées de la
rhizosphére non stérile, B : colonies isolées des racines de blé cultivé dans le sol non stérile

b) Communauté PGPR cultivable

Un ensemble de 40 isolats endophytes des racines de Bousselam ont révélé que parmi eux,
15 possédant I’ensemble des activités PGP a savoir la fixation de N2, la production
d’AIA, de sidérophores et d’ACC désaminase sont ceux dont les plantes sont inoculées par
des PGPR soit B25 (n=5), Pa (n=4), Pa+B25 (n=3), FZB42 (n= 3). Seules 3 isolats sont des
endophytes des plantes non inoculées (Fig. 28 A). Alors que chez Boutaleb, un total de 30
isolats dont 6 isolats par traitement ont été évalués pour leurs activités PGP. 13 isolats
avaient les capacités de fixation d’azote, de solubilisation, de production de sidérophores,
de I'TAA et de ’ACC désaminase dont 5 souches isolées des racines inoculées par Pa+
B25, 3 des racines inoculées par Pa et FZB, et une seule souche isolée a partir des racines

inoculées par B25 et des racines non inoculées, (Fig. 28 B).
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Fig. 28. Analyse des Clusters et heatmap des bactéries endophytes des racines de blé dur
non-inoculé (C), inoculé avec Pa (Pa), B25(B25), FZB42 (FZB42) et Pa + B25 (Pa + B25)
et l'expression de leurs activites PGP (AIA : production d'acide indole acétique, SID :
production de sidérophores, N2 : fixation d’azote, P : solubilisation du phosphate et
ACCd : production de l'acide 1-aminocyclopropane-1-carboxylique désaminase). (A)
Variété Bousselam; (B) Variété Boutaleb.

Contrairement aux isolats endophytes des racines des deux variétés de blé, Bousselam et
Boutaleb, le nombre d'isolats rhizosphériques était plus important (n = 13) pour chaque
traitement. Les souches exprimant les meilleures activités PGP provenaient de plantes
inoculées avec Pa, B25, et FZB42, ou co-inoculées avec Pa + B25, dont 17 souches de la

variété Bousselam et 35 de la variété Boutaleb (Fig. 29A et B).
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Fig. 29. Analyse des Clusters et heatmap des bactéries isolées de la rhizosphere du blé dur
non-inoculé (C), inoculé avec Pa (Pa), B25(B25), FZB42 (FZB42) et Pa + B25 (Pa + B25)
et l'expression de leurs activités PGP (AIA: production d'acide indole acétique, SID:
production de sidérophores, N2: fixation d’azote, P: solubilisation du phosphate et ACCd:
production de l'acide 1-aminocyclopropane-1-carboxylique désaminase). (A) Variété
Bousselam; (B) Variété Boutaleb.

3. 1. 3. Effet du stockage sur la survie bactérienne des semences enrobées
Chez les graines des deux variétés de blé enrobées avec de la carboxyméthyl cellulose
(CMC) et inoculées, le nombre initial de bactéries des deux souches, soit individuellement

soit en consortium, était de I'ordre de 10° & 108 UFC/g de semences. La souche Pa semble
S —
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Survie de Pa et B25 fixées par CMC sur les

graines de blé «Log N (UFC/g de grains) »

étre la plus stable lors du stockage des graines a température ambiante dans les deux cas.
En effet, chez la variété Bousselam, les dénombrements de la souche Pa a T = 0 (0 jours)
étaient de 1,56 x 10" UFC/g en mono-inoculation, et de 2,24 x 10" UFC/g en co-
inoculation. Aprés 21 mois, elles atteignaient respectivement 6,05 x 10° et 3,80 x 10°
UFC/g (Fig. 30). Sur les semences de la variété Boutaleb, le nombre initial était de 2,92 x
108 UFC/g en mono-inoculation, et de 2,79 x 10" UFC/g en consortium. Aprés 21 mois, ce
nombre a atteint 6,70 x 107 et 3 x 10° UFC/g, consécutivement (Fig. 30).

Concernant la souche B25, sa densité bactérienne sur graines de Bousselam, au départ,
était d'environ 2,3 x 108 UFC/g et 7 x 108. A 21 mois, les dénombrements de la souche
B25 atteignaient 7,95 x 10° et 7 x 10° UFC/g dans les cas de deux variétés. Cependant, en
consortium, la souche B25 avait une densité initiale de 1,04 x 10° sur les semences de la
variété Bousselam, et de 9,90 x 10® UFC/g sur les semences de la variété Boutaleb. Aprés
21 mois, le nombre de cellules a diminué a 8,55 x 10* et 1,13 x 10° UFC/g pour les deux
variétés, respectivement (Fig. 30).
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Fig. 30. Survie de Pa et B25 fixées par CMC sur les graines de blé « Log N (UFC/g de

grains) » a gauche : variété Bousselam, a droite : variété Boutaleb. Les résultats sont exprimés
sous forme de moyenne d'erreur standard des valeurs en duplicata. Les barres étiquetées avec des lettres
différentes sont significativement différentes entre les traitements en utilisant le test HSD de Tukey. Dans
chaque groupe de barres, les barres étiquetées avec la méme lettre ne sont pas significativement différentes
les unes des autres selon le HSD de Tukey.
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3. 2. Discussion

Dans cette étude, ’effet de I’inoculation par des PGPR sur I’amélioration de la croissance
végétale du blé dur a été déterminé a différents stades de croissance. Les inoculants
bactériens peuvent étre trés prometteurs par I’augmentation de traits bénéfiques induisant
des dynamiques dans la communauté microbienne du sol pour le bon fonctionnement des
écosystémes vegétaux.

L’analyse de la germination de deux variétés de blé dur Bousselam et Boutaleb a été suivie
apres traitement des graines par 1’enrobage au CMC avec les bactéries Pa, B25 et leur
combinaison (Pa+B25). L’effet de I’inoculation n’a révélé aucun impact significatif sur les
parameétres de germination, a I’exception des index de vigueur de la longueur et du poids
sec des racines et des feuilles de la variété Boutaleb, qui ont été stimulés significativement
suite a I’inoculation et a la co-inoculation par rapport au témoin non inoculé. Des résultats
similaires ont montré que le pourcentage de germination n'a pas été influencé mais d'autres
parametres ont été affectés suite a I'inoculation par des souches de Bacillus sphaericus et
de Rhizobium (Mia et al., 2012). Le pourcentage de germination n'a pas été influencé par
I’apport des PGPR cela est d0 au fait que les graines peuvent germer sans aucun probléme
étant donné qu’elles ne sont soumises a aucun stress. Le bioamorgage des semences avant
la phase de germination est une méthode utilisée pour améliorer la germination des graines
dans des conditions optimales ou de stress stressantes (Jisha et al., 2013), l'impact positif
de I'amorcage s'est averé plus prononcé sous stress que les échantillons témoins (Ashraf et
Foolad, 2005). Ainsi d’autres études sur le traitement des semences de blé dur avec des
souches bactériennes de Bacillus atropheus et leurs combinaisons ont révélé une
amélioration notable des parameétres de germination sous stress salin (Kerbab et al., 2021).
De plus, selon Shweta et al. (2008), des souches de Pseudomonas fluorescens utilisées
comme inoculants de I'arachide, ont amélioré la germination jusqu'a 15 % et 30 % sous
stress biotique. L’amélioration de I'émergence et la vigueur des semis grace a l'inoculation
de PGPR sont une condition préalable pour un meilleur établissement des semis. La
vigueur et la viabilité des graines sont des éléments importants qui influent sur
I'établissement des semis, la croissance et la productivité des cultures (McDonald et
Copeland, 1997). L’indice de vigueur détermine 1'état de santé du semis et par la suite la
productivite de la plante. Plus I'indice de vigueur est élevé, meilleur sera le rendement de la

plante.
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Dans un autre aspect de I’étude et afin de tester 1’effet direct des souches bactériennes sur
la croissance végétale du blé dur, les graines enrobées ont été semi dans le compost stérile,
et en conditions d’asepsie. L’inoculation a eu une influence significative sur la croissance
et le développement des plants contrairement a la germination. En effet, les paramétres de
croissance (longueur racinaire et foliaire, poids frais foliaire et racinaire et poids sec
foliaire) de la variété Boutaleb inoculé avec Pa et B25 en mono et en co-culture sont
améliorés. Au contraire, chez la variété Bousselam 1’inoculation par la souche Pa seul ou
en consortium a eu un effet positif significatif sur 1’ensemble des parametres
morphologiques, a D’exception du poids frais racinaire. La réponse immédiate a
I'inoculation du sol avec des PGPR varie considérablement selon la bactérie (agent PGP),
I'espece végétale, le type de sol, la densité de Il'inoculum et les conditions
environnementales (Arora et al., 2010). Les PGPR doivent posséder des caractéristiques
spécifiques pour leur utilisation comme un bioinoculant efficace. Ils devraient pouvoir
survivre dans le sol, compatible avec la culture sur laquelle ils sont inoculées, et interagir
avec la microflore indigene du sol et les facteurs abiotiques (Basu et al., 2021).

L’augmentation de la croissance végétale en conditions stériles est due aux activités PGP
des deux souches Pa et B25. L'utilisation de souches avec de multiples traits PGP devrait
aider a augmenter la productivité des cultures sur une base durable (Bal et al., 2013). Basé
sur leur activité métabolique et leur diversité fonctionnelle, les PGPR ont un effet
bénéfique sur la croissance de la plante. lls aident a la promotion de la croissance des
plantes par la fixation de l'azote, la solubilisation du phosphate et la production de
phytohormones essentielles telles que l'acide indole acétique (IAA), I'acide abscisique, la
cytokinine, etc. (Vandana et al., 2021). La souche Pa de P. agglomerans produit a la fois
les sidérophores et I’AIA et s'est avérée efficace dans la solubilisation du phosphate, la
fixation de 1’azote et dans la production de 1'ACC désaminase, le NHz et l'acide
cyanhydrique. La souche B25 de Bacillus thuringiensis est, aussi, capable de fixer I’azote
et de produire le NHs, I’ACC désaminase, les sidérophores, et une faible quantité d’AIA en
plus de Tactivité antifongique contre plusieurs champignons phytopathogenes. La
production d'AlA a un effet en cascade sur le développement de la plante en raison de sa
capacité a influencer la croissance des racines, qui, a son tour, affecte I'absorption des
nutriments et finalement la productivité de la plante (Anwar et al., 2018). Cette
phytohormone est impliquée dans I'élargissement, la division, la différenciation des tissus

et les réponses a la lumiere et a la gravite des cellules végétales (Cherif-Silini et al., 2021).
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Cependant la réponse des génotypes a 1’inoculation est un autre parameétre a considérer. La
capacit¢ de production intrinséque de la souche est sous I’influence des facteurs
environnementaux (Valdebenito et al., 2006). Une amélioration significative de la
croissance des semis par I'inoculation des graines par Pa a attribué cet effet a la production
de phytohormones bactériennes. L'inoculation augmente le poids frais et sec des pousses
de plus de 30% et 60% respectivement aprés enrobage des graines de Bousselam et de
Boutaleb avec cette souche semée dans du compost stérile. Dans une étude similaire , les
graines de blé dur de la variété Waha traitées avec Pa directement sans substrat
d’enrobage cultivées dans des pots de sable ont augmenté les mémes parametres de 6,66 %
et 23,25 % respectivement (Cherif-Silini et al., 2019). Cette différence de croissance serait
probablement due a la richesse du substrat mais également a I'impact positif de I'amorcage.
Les parametres biochimiques tels que la chlorophylle et les sucres totaux sont, aussi,
améliorés. L’inoculation par des PGPR améliore la teneur en chlorophylle chez le riz (Bal
et al., 2013) et le blé (Laid et al., 2016). Alors que les facteurs de stress proline et MDA
sont réduits. L'inoculation du tournesol (Helianthus annus) par des PGPR a montré des
effets inhibiteurs sur la proline (62 %), la peroxydation lipidique (64 %) et sur I'activité
des enzymes antioxydantes (67 %) (Khan et al., 2018). De plus, des semis de blé (Triticum
aestivum L.) inoculés avec Bacillus subtilis 10-4 ont été caractérisés par une diminution
du niveau d'accumulation de proline et de MDA induites par le stress (Lastochkina et al.,
2017). De méme, Pseudomonas putida MTCC5279 a amélioré le stress hydrique des
plantes de pois chiche (Cicer arietinum) en modulant l'intégrité de la membrane,
I'accumulation d'osmolytes (proline, glycine bétaine) et la capacité de piégeage des ROS
(Backer et al., 2018) . Alors que I’effet de Pantoea alhagi LTYR-11ZT a entrainé une
accumulation accrue de sucres solubles, une diminution de I'accumulation de proline et de
malondialdéhyde (MDA) et une diminution de la dégradation de la chlorophylle dans les
feuilles de blé sous stress hydrique (Chen et al., 2017).

Les résultats de dénombrement des souches Pa et B25 présentent dans la rhizosphere du
compost stérile aprés 75 jours de culture de la plante, ont montré une survie de plus de 10°
UFC/g des deux bactéries soit en mono ou en co- culture chez les deux variétés de blé. Ce
qui démontre I’accompagnement bactérien de la plante durant toute la période de la
croissance végeétale. Il est évident que les souches Pa et B25 sont capables de survivre dans
un sol stérilisé et de concurrencer d'autres microorganismes dans la rhizosphere racinaire

non stérile. La survie des souches dans la rhizosphere jusqu’a 75 jours représente un
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avantage supplémentaire, qui permet aux plantes de profiter au maximum de la relation
symbiotique avec I’hote et a long terme. L'échec des PGPR dans le sol est un probléme
majeur en raison de leur non-survie et de leurs effets insuffisants sur les plantes cultivées
(Baliyan et al., 2018). La réponse des cultures aux biofertilisants appliqués peut étre trés
lente et parfois vaine car I'inoculum mettra du temps a se concentrer et a coloniser les
racines (Basu et al., 2021). En effet, le maintien d'une activité suffisante d'une population
d'inoculants sur une période prolongée aprés la libération représente souvent le principal
obstacle a I'utilisation réussie des microorganismes comme agents PGP Arora et al., 2010).
Un bioinoculant n'est absolument pas efficace s’il atteint une seuil minimal (Sahu et
Brahmaprakash, 2016). Il est concevable que le processus de colonisation soit orchestré
par le quorum sensing (QS) bactérien (Soluch et al., 2021). Une fois qu'une souche
microbienne bénéfique a été en mesure de coloniser une plante hote, elle pourrait étre en
mesure d'afficher un large éventail d'activités contribuant a I'aptitude de la plante (Arora et
al., 2010). Pantoea agglomerans Pa est présente a I’intérieur des racines des deux variétés
de blé, et posséde la capacité de coloniser les racines et d’étre endophyte. L'omniprésence
de P. agglomerans en tant que bactérie colonisatrice de la plante suggere qu'une
association a long terme de P. agglomerans avec des plantes hétes est bien établie (Soluch
et al., 2021) . Quecine et al.,, 2012 a demontre que P. agglomerans 33.1, qui eétait
auparavant isolé a partir de plants d'eucalyptus, était capable de se développer dans les
semis de canne a sucre apres une colonisation systémique. L'analyse de la microflore
racinaire du soja et du blé a montré la dominance de Pantoea spp., Paraburkholderia spp.
et Pseudomonas spp. (Yadav et al., 2020). Les souches de Pantoea agglomerans, isolées
en tant que diazotrophes endophytes dominants a partir des graines du riz d'eau profonde,
ont déja été signalées comme des bactéries anaérobies fixatrices d'azote. L'analyse
histochimique de la plantule cultivée en culture hydroponique a montré que Pantoea
agglomerans colonisait la surface racinaire, les poils absorbants, la coiffe racinaire, les
points d'émergence latérale des racines, le cortex racinaire et la région stélaire (Verma et
al., 2001). Plusieurs autres travaux ont confirmé que le genre Pantoea était représenté
parmi les endophytes des plantes, comme le blé (Amellal et al., 1998; Chen et al., 2017) ,
le riz (Feng et al., 2003), la cana sucre (Loiret et al., 2004), la patate douce (Asis et
Adachi, 2003).

Bacillus spp. sont parmi les genres ayant le plus grand potentiel de survie en raison de leur

capacité de formation de spores, augmentant ainsi I'adaptation des souches a la formulation
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commerciale et a l'application sur le terrain. Les Bacillus sont préférés comme PGPR
disponibles dans le commerce en raison de la stabilité de I'inoculant et de la facilité de
stockage du produit inoculant (YYadav et al., 2020). lls sont utilises comme biofertilisants
pour augmenter la productivité et la durabilité des cultures économiques (Modi et Jha,
2022). lls protégent la plante de plusieurs conditions de stress par I'ISR, la formation de
biofilm, la sécrétion de lipopeptides, de sidérophores et d'exopolysaccharides. lls agissent,
aussi, comme un agent dénitrifiant efficace dans I'agroécosystéme et maintiennent la santé
du sol grace a des technologies d'assainissement respectueuses de l'environnement
(Mahapatra et al., 2022).

Enfin dans un dernier aspect, 1I’étude est menée sur la croissance végétale du blé¢ dur dans
un sol non stérile, en utilisant les mémes traitements bactériens (Pa, B25 et Pa+B25) mais
en testant en plus la souche B. velezensis FZB42 (Fan et al., 2018) comme témoin positif.
Tous les traitements bactériens augmentent significativement les parametres
morphologiques et biochimiques de deux variétés en comparaison du témoin non inoculé.
La longueur foliaire et racinaire, le poids frais et le poids sec, ainsi le contenu en
chlorophylle sont améliorés par I’inoculation. La combinaison Pa+B25 représente le
meilleur traitement chez les deux génotypes de bl¢, suivi par I’inoculation avec Pa, puis
B25 chez Bousselam. Au contraire, Boutaleb répond mieux a 1’inoculation avec B25 par
rapport Pa. Il été remarqué que Pa et B25 et plus particulierement le consortium Pa+B25
sont des bio-inoculants plus efficaces dans I’amélioration des paramétres morphologiques
de la croissance végeétale du blé que la souche FZB42. L'application de consortium de
PGPR pour la bactérisation des semences a montré une meilleure amélioration de la
croissance du plant de blé que I'inoculation d'une seule souche de PGPR (Kumar et al.,
2018). Le traitement avec un mélange de souches de PGPR (Pseudomonas fluorescens) a
favorisé la croissance des plantes en termes d'augmentation de la hauteur des plantes et du
nombre de talles, et finalement du rendement en grains. Les augmentations moyennes de
rendement pour les souches séparés étaient de 17,7 % et de 25,9 % en cas de mélange
(Nandakumar et al., 2001). Les effets synergiques de l'inoculation de PGPR entrainent une
augmentation de la teneur en micronutriments des plants de blé, ce qui pourrait étre dii a un
effet positif améliorant la translocation des micronutriments des sols aux plantes (Ashok
Kumar et al., 2017).

La réponse de blé a I’inoculation par Pa et B25 ¢était variable selon les variétés, la

différence de la réponse peut étre une conséquence de la specificité de la plante héte. Les
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interactions des plantes avec les PGPR dépendent fortement du génotype de la plante
(Valente et al., 2019). Le riz réagit a des bactéries écologiquement distinctes en modifiant
sa teneur en flavonoides et en dérivés d'acide hydroxycinnamique (Chamam et al., 2015).
D’autres études révelent la variation de la structure de la communauté microbienne
principalement basée sur la nature génotypique de l'espéce végétale et également sur sa
situation géographique (Yadav et al., 2020). Il est maintenant certain que le génotype
végétal joue un réle crucial dans l'assemblage et la fonction des microbiomes
rhizosphériques et dans la sélection des bactéries ayant un potentiel PGP (Arif et al.,
2020).

L’amélioration de la croissance végétale chez les plantes inoculées peut étre un résultat des
activités PGP direct des souches utilisées. Comme elle peut résulter de la stimulation de la
communauté bactérienne bénéfique de la rhizosphére par les souches PGPR inoculés

(Roesti et al., 2006).

La différence de la densité des bactéries cultivables dans les sols inoculés et non inoculés
n’est pas significative. La densité de la communauté microbienne refléte une plus grande
stabilité écologique de la rhizosphére (Thébault et Fontaine, 2010). Ces résultats sont
comparables a ceux obtenues par Chaudhary et al. (2019), qui ont constaté que la densité
de la communauté microbienne du sol n'a pas été significativement affectée par
I'inoculation bactérienne. Cela est di a la structure de la communauté rhizobactérienne qui
est fortement influencée par I'age de la plante. L'inoculum des souches PGPR présent sur
les graines peut modifier I'équilibre de la communauté bactérienne aux premiers stades de
la croissance de la plante (Roesti et al., 2006). La population bactérienne totale était élevée
a 30 jours apres la plantation et diminuait avec I'age de la plante (Farzana et al., 2020).

Une corrélation positive entre les profils de la communauté bactérienne et les données sur
les plantes pourrait signifier qu'une augmentation du rendement des plantes apres
I'inoculation pourrait affecter la structure de la communauté bactérienne, par une
augmentation du taux d'exsudation a des rendements plus élevés. Dans cette étude,
I'inoculation augmente le nombre de souches endophytes et rhizosphériques cultivables
ayant des activités PGP (population PGP) par rapport au témoin, chez les deux variétés de
blé. Le nombre maximum de souches ayant une meilleure activité PGP sont isolées de la
rhizosphere inoculée par Pa, suivi par la rhizosphere inoculée avec le consortium Pa+B25,

chez les deux variétés de blé, puis celle inoculée par B25 et FZB42. De méme chez les
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endophytes, les racines des plantes inoculées hébergent un nombre de souches possédant
des activités PGP supérieures a celle du témoin.

Nos bio-inoculants peuvent donc avoir modifié I'équilibre de la communauté bactérienne
vers la sélection de populations bénefiques (Roesti et al., 2006). Les rhizobactéries
inoculées ont probablement induit les hormones de croissance et d'autres métabolites qui
ont encouragé la prolifération d'autres bactéries indigenes. L'inoculation de Klebsiella peut
probablement améliorer la croissance des racines et augmenter la sécrétion d'exsudats
racinaires (Farzana et al., 2020). L'inoculation avec Azospirillum lipoferum CRT1 a affecté
la taille et la composition taxonomique des communautés fonctionnelles impliquées dans la
fixation de l'azote (nifH) ou la désamination de I'ACC (acdS) (Renoud et al., 2022). La
structure de la communauté bactérienne du sol due a I'application du Bacillus thuringiensis
KNU-07 a été considérablement modifiée aprés six semaines aprés l'inoculation et a
augmenté la croissance des plants de poivron (Jo et al., 2020).

Ainsi, différentes espéces végétales ou genotypes peuvent recruter un microbiote
spécifique grace a des différences dans la morphologie des racines et les modéles
d'exsudation des racines (Philippot et al., 2013). De plus, la composition des exsudats
racinaires et la structure de la communauté microbienne associée aux racines sont
fortement affectées par le stade de croissance de la plante. La colonisation precoce de la
rhizosphere pourrait induire de grandes différences dans la structure de la communauté de
la rhizosphére, et donc affecter la croissance des plantes (Werner et Kiers, 2015). Ce
processus appelé effet prioritaire (Fukami, 2015) est di aux avantages que les premiers
colonisateurs peuvent utiliser lI'espace et les ressources plus tot que d'autres micro-
organismes et/ou produire des barrieres physiques et/ou des antibiotiques qui ralentissent la
colonisation de la plante par des micro-organismes ultérieurs (Wei et al., 2015). Le
microbiote fonctionnel peut étre hérité verticalement a travers les graines (Lemanceau et
al., 2017), ou horizontalement via l'environnement. La diversification bactérienne résulte
de leur capacité a effectuer un transfert latéral de genes entre des groupes phylogénétiques
disparates (McDonald et Currie, 2017). Le nombre croissant de bibliothéques de cultures
microbiennes peuvent proliférer rapidement et avoir des taux de mutation élevés (Denamur
et Matic, 2006; Mahapatra et al., 2020). Des microorganismes individuels de la méme
espece pourraient potentiellement porter des dotations génétiques et donc des

caractéristiques fonctionnelles differentes (Sergaki et al., 2018).
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Explorer des formulations qui fournissent une densité cellulaire élevée d'inoculants
microbiens et des taux de survie pendant le stockage est donc une étape cruciale vers la
production d'inoculants réussis (Gautam, 2021). La viabilité de Pa et de B25 enrobés de
CMC sur des semences de blé a été testée pour une durée de conservation de 21 mois, a
température ambiante. La charge bactérienne initiale de Pa et de B25 était plus de 107 et
108, respectivement. Aprés 45 jours, la biomasse bactérienne reste quasiment la méme,
surtout en mono-culture. Une Iégére diminution & 10° de la mono culture, et 10° de la co-
culture a été observée aprés 7 et 13 mois de conservation. Le nombre de cellules viables
dans les formulations était compris entre 8,55x10% et 6,70x10” UFC/g de graines pendant
21 mois, avec une baisse de 1 a 2 log10.

Des résultats similaires ont été observés durant la conservation de la co-culture Pantoea
ananatis et Pseudomonas fluorescens et ont montré une viabilité soutenue et les
dénombrements ont diminué légérement mais restent de 1’ordre de 108 aprés 55 et 70 jours
de stockage (Anwar et al., 2018). Les bactéries ont montré une bonne capacité de survie
durant le stockage. Bacillus amyloliquefaciens, et Bacillus pumilus pouvaient survivre
également dans les bioformulations de sciure de bois, de balle de riz, et de poudre de talc a
une densité de 7,0 x log10 UFC/ml jusqu’a 9 mois (Chakraborty et al., 2013).

Les souches bactériennes enrobées individuellement étaient plus stables et survivent
mieux en comparaison avec la co- culture. Ces résultats sont opposés avec ceux de Anwar
et al.,, (2018) qui montrent que la bioformulation de la co-culture CPP-2 (Pantoea
ananatistPseudomonas fluorescens) s'est avérée légerement plus stable et viable par
rapport aux souches bactériennes individuelles. Ces résultats documentent sans ambiguité
que les souches Pa et B25 peuvent étre efficacement enrobées sur les graines a l'aide de

CMC et peuvent survivre sur les graines plus d'un an a température ambiante.

89



4. Conclusion

Cette étude a clairement montré que l'inoculation par enrobage des graines de blé dur avec
les souches bactériennes Pa et B25, seules ou en combinaison, et le CMC comme support
adhesif, avait des effets positifs significatifs sur les parametres de croissance des plantes.
Ces bio-inoculants ont considérablement amélioré la vigueur des graines, la biomasse et
I'allongement des feuilles et des racines des deux variétés de blé.

De plus, la bio-formulation avec le CMC a conféré la capacité de survie exceptionnelle de
ces bactéries sur les graines et dans la rhizosphére du compost stérile. D'autre part, dans le
sol, ces PGPR ont affecté le microbiome en favorisant la communauté bactérienne
bénéfique rhizosphérique et endophyte du blé. Ceci suggere la nécessité de mieux
comprendre les mécanismes sous-jacents de promotion de la croissance des plantes induits
par ces PGPR dans la rhizosphere. Ainsi, les interactions a trois voies entre les inoculums
de PGPR, le microbiome natif de la rhizosphére et les racines des plantes doivent étre
étudiées de maniere intégrative pour comprendre le processus favorisant la croissance des
plantes et faciliter I'application de ces PGPR en tant que composant fiable pour la gestion
d'une agriculture durable.

Les résultats obtenus en laboratoire sur le compost stérile ou dans le sol non stérile
méritent donc des expérimentations plus vastes en plein champs et dans les conditions
naturelles.

Des recherches supplémentaires sont, aussi, nécessaires pour étudier 1’influence de ces
souches sur la communauté viable non cultivable en utilisant la métagénomique, et mettre
en évidence le mécanisme et les molécules intervenant dans la stimulation de la
communauté bactérienne.

En espérant I'amélioration de la technologie dans le développement d'une recherche et d'un
développement réussis, I'utilisation des PGPR deviendra slirement une réalité et jouera un
role déterminant dans les processus cruciaux qui assurent la stabilité et la productivité des

agro-écosystemes, nous conduisant ainsi vers un systéme agricole idéal.
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Annexes

Annexe 1 : Fiche variétale du blé dur
Espeéce: Blé dur

Variété: BOUSSELAM

Origine : Algérie

Année d’inscription 2000

Pedigree : Heider/Marli/Heider-Cro ICD

-414-1BLCTR-4AP

Obtenteur : ITGC Setif

Demandeur : ITGC

Zones d’adaptation : Nord hauts- plateaux et plaines interieures.

Résistance Résistance aux maladies
Au froid Bonne Rouille jaune Résistante
A la verse Bonne Rouille brune Résistante
A la sécheresse Bonne Rouille noire Résistante
Egrenage Résistante Piétin échaudage Résistante
Piétin verse Résistante
Oidium Résistante
Septoriose Moyenne
Fusariose Résistante
Conditions techniques
Date de semis Novembre- début Décembre
Dose de semis (Kg/ha) 130-150
Fertilisation (U/ha)
Azotée 46a70
Phosphatée 46
Potassique 46
Productivité
Rendement en grain optimal 38 gx/ha
Caractéristiques Qualitatives
Poids de mille grains Elevé
Quialité de la semoule Bonne

(CNCC, 2009, 2015; ITGC, 2006).



Annexe 2 : Fiche variétale du blé dur

Espéce: Blé dur

Variéte: BOUTALEB

Année d’inscription

2016

Pedigree : HEDBAO3/OFANTO-DZ-ITGC-SET-
001-2004/2005-15-15-05

Obtenteur : ITGC

Zones d’adaptation : hauts plateaux et plaines interieures Est.

Boutaleb est une variété vegetative intermédiaire, a fort tallage

et a port demi-dresse.

Résistance

Au froid

A la verse

A la sécheresse
Egrenage

Tolérante
Résistante
Tolérante
Résistante

Date de semis

Dose de semis (Kg/ha)

Fertilisation (U/ha)

Azotée

Phosp

hatée

Potassique

Rendement en grain

Poids de mille grains

optimal

Quialité de la semoule

(ITGC, 2019).

Résistance aux maladies

Rouille jaune

Rouille brune
Rouille noire
Piétin échaudage
Piétin verse
Oidium
Septoriose
Tache auréolée
Fusariose

Novembre-début décembre

130-150

46470
46
46

50.41 gx/ha

Elevé

Bonne

Tolérante

Tolérante
Tolérante
Tolérante
Tolérante
Tolérante
Tolérante
Tolérante
Tolérante




Annexe 3 : Milieu Trypticase de soja (Fluka)

Peptone trypsique de cas€ine  ........c.eiiiiiiiiiiiii e 17¢
Peptone papainique de S0Ja oot 5¢
NG 15¢
KaHPOs 25¢g
GluCOSE e S5¢g
AQAr-a0ar 12¢
Eau distillée q.5.p 1000ml

Annexe 4 : Composition du Milieu Pikovskaya PVK (solubilisation du phosphate)

D — Glucose e 10g
(NH2)2 SOa e 05¢g
NaCL 029
MGSOs4. TH20 0.1g
KL 029
EXtrait de IeVUIE oo 0549
MNSO4. SH20 0.002 g
FeSO4. TH20 0.002 g
Ca3 (P04 2 e S5¢g
Eau distillée q. S. P oo 1000 ml

Annexe 5 : Composition du Milieu Winogradsky WS (fixation d’azote)
Solution stock (g /1)

KH2 POs o 50,0 g
MgSOa. TH20 25,049
Nl 250¢g
FESO4 TH20 e, 1,0¢g
Naz M0Os. 2H20 1,0g
MNSO4. 4H20 1,0 g
Eau distillée (. S. P o, 1000 ml

pH: 7,2 ajuste avec du NaOH



Préparation du Milieu Winogradsky exempte d’azote

SOIULION StOCK o 5ml
D GlUCOSE 059
CaC 03 0,1g
Eau distillée q. S. P ceeieeeee e 1000 ml

pH: 6,2 ajusté avec du H2SO4

Annexe 6 : Composition du Milieu King B

KH2P O 1,5¢g
MOSO4. TH20 1,5¢g

Peptone e 20¢g
GlYCBIOl 10ml
Eau distillée g. S. P coeeeee e 1000 ml

Annexe 7 : Composition du Milieu Dworkin et Foster (DF)

KHz PO s 4¢
Na2 HPOs 60
MOS0 TH20 02¢g
FESOA. TH2 O 1 mg
Ha BO3 10 pg
MNSOs 10 pg
ZNSO4 70 pg
CUSO s 50 ng
MO0 3 e 10 ug
GlUCOSE 2g
ACIAE IUCONIQUE  .oeoine ittt 29
ACIAe CITTIQUE ottt e et 2g
Eau distillée .8.p  «ovveeriiiii e e 1000ml

2.0 g (NH4)2S04 ou 3mM d’ Aminocyclopropanel carboxylate ACC comme source de

d’azote selon les cas.



Annexe 8 : Composition du Milieu Luria-Bertani (LB)

15517 0110 ) U< 10g
Extrait de levure ..o S5g
NGl e S5¢g
Eau distillée 0.5.0 oo 1000 ml

Annexe 9 : Solution Chrome Azurol S (CAS)

- Mettre 6 ml de HDTMA (Hexamethylammoniumbromure) I0mM dans une éprouvette de
100 ml et diluer a 50 ml avec de I'eau désionisée. (1)

-Mélanger 1,5 ml de FeCL3* (ImM FeCls" .6 H20; 10 mM HCL) et 7,5 ml de CAS

2mM. (2)

-Ajouter (2) a (1).

- Dissoudre 4,307 g de piperazine anhydre dans de 1 'eau et ajouter 6,25 ml de HCL 12 M
(Solution tampon pH = pKa = 5.6).

- Ajouter la solution tampon et continuer avec de I'eau jusqu'a 100 ml.

Annexe 10 : Réactif de Salkowski

-50ml d’acide perchlorique 35% et,

-Iml de FeClza 0.5 M

- Quelque gouttes d’acide ortho-phosphorique.

Annexe 11 : Activités PGP des isolats bactériennes

a. Rhizosphere Bousselam

Activités
SO AlA Sidérophores N2 PVK ACC

RBC1 5,07576 55,77235

RBC2 4,21717 32,76422

RBC3 9,04040 41,95121 + * *
RBC4 4,72222 39,43089 - *

RBC5 2,47475 26,42276

RBC6 1,41414 48,86178 - *

RBCY 3,58586 31,54471

RBCS8 4,16667 65,20324 - *




RBC9 18,88889 33,25203
RBC10 5,83333 30,00000
RBCI11 3,23232 53,57723
RBC12 3,05556 23,08943
RBCI13 5,93434 56,82926
RBPal 8,58586 52,33129
RBPa2 4,26768 55,21473
RBPa3 7,47475 71,78861
RBPa4 6,23737 52,84552
RBPa5 8,45960 69,67479
RBPa6 4,92424 49,01841
RBPa7 9,29293 42,57669
RBPa8 11,81818 48,28221
RBPa9 1,33838 60,92025
RBPal0 8,13131 47,97547
RBPall 11,11111 59,38651
RBPal2 4,41919 48,46626
RBPal3 5,85859 26,87117
RBB251 8,73737 46,06557
RBB252 8,00505 76,39343
RBB253 6,23737 75,98359
RBB254 9,77273 55,57376
RBB255 10,15152 69,99999
RBB256 10,80808 81,55736
RBB257 4,57071 65,98360
RBB258 2,85354 41,31147
RBB259 5,65657 17,78688

RBB2510 2,27273 70,65573
RBB2511 12,07071 56,14753
RBB2512 5,25253 83,93441
RBB2513 6,13636 46,06557
RBPAB251 5,78283 54,26229
RBPAB252 5,80808 56,22950
RBPAB253 6,48990 21,06557
RBPAB254 9,01515 44,34426
RBPAB255 4,79798 79,83605
RBPAB256 0,73232 70,98360
RBPAB257 3,38384 45,32786
RBPAB258 5,32828 68,93442




RBPAB259 4,67172 70,16392 - " )
RBPAB2510 19,39394 32,86885 * * "
RBPAB2511 5,42929 74,42622 * ) )
RBPAB2512 16,99495 39,50819 * * *
RBPAB2513 5,55556 44,99999 * * )
RBFZB1 3,76263 34,65982 - - ]
RBFZB2 6,03535 2,31065 * * )
RBFZB3 277778 21,95122 + " )
RBFZB4 3,40909 15,46855 + i i
RBFZB5 1,94444 8,98588 * ] )
RBFZB6 4,46970 23,36329 - ) )
RBFZB7 3,33333 15,27599 * ) )
RBFZBS 2,82828 12,13094 + " )
RBFZB9 5,40404 13,02952 - ) ]
RBFZB10 1,66667 16,23877 - ) )
RBFZB11 0,83333 17,77920 + i )
RBFZB12 1,76768 53,59435 * " )
RBFZB13 4,26768 50,89859 * i )

b. Rhizosphere Boutaleb

Activités
AlA Siderophores N2 PVK ACC
Souches
RBOC1 4,16667 36,64955 + + -
RBOC2 5,42929 45,44287 + - -
RBOC3 2,19697 51,54043 - - -
RBOC4 1,86869 33,76123 + + -
RBOC5 3,45960 57,44544 - + -
RBOC6 4,36869 52,31065 - + -
RBOC7 1,79293 19,96149 + + -
RBOCS8 4,72222 22,91399 - - -
RBOC9 1,13636 39,60205 + - -

RBOC10 2,39899 30,55199 - - -

RBOC11 2,02020 55,64826 - - -

RBOC12 2,75253 14,95507 +

RBOC13 1,74242 42,81129 -

RBOPal 8,05556 62,56720

RBOPa2 8,10606 61,89516

RBOPa4 8,18182 45,96774

"
;
RBOPa3  |84590  |62,16398 +
"
"

RBOPa5 5,73232 53,42742

RBOPa6 7,44950 60,14785 -

RBOPa7 6,31313 62,56720 +

o e o e I o o S o I

RBOPa8 8,10606 59,20699 +




RBOPa9  |843434  [58,60215 - + -
RBOPal0 |568182  |45,36290 ¥ + -
RBOPall |10,20202 |52,88978 + + -
RBOPal2 |573232 |57,19086 + n N
RBOPal3 |5,75758 | 23,85753 - " -
RBOB251 |459596  |32,93011 ; - -
RBOB252  |2,39899 | 51,34409 + + -
RBOB253 | 621212 | 3561828 + - -
RBOB254 |3,18182  |32,93011 + + -
RBOB255 |255051 | 38,84409 + + -
RBOB256  |2,97980 | 23,99194 ¥ + -
RBOB257 | 1,66667 | 46,16935 - - -
RBOB258 |0,98485 | 40,12097 ¥ + -
RBOB259 | 517677 | 20,69892 + + -
RBOB2510 |1,71717  |29,83871 + + :
RBOB2511 | 656566 | 5524193 ¥ - -
RBOB2512 | 424242  |53,69624 + T N
RBOB2513 |093434 | 32,45968 + n -
RBOPAB251 |588384  |53,36021 + + -
RBOPAB252 |560606 | 41,59946 + + -
RBOPAB253 |507576 | 41,53226 ¥ - -
RBOPAB254 | 545455 | 38,77688 + T -
RBOPAB255 |4,41919  |30,51075 + + -
RBOPAB256 |588384 | 40,18817 - N -
RBOPAB257 | 654040 | 65,05376 + + N
RBOPAB258 |4,64647  |54,30107 - + -
RBOPAB259 |4,11616 | 60,88710 + - -
RBOPAB2510 | 565657 | 69,75806 + + -
RBOPAB2511 |3,66162 | 58,46774 + - -
RBOPAB2512 893939 | 62,16398 + + +
RBOPAB2513 | 2517677 | 48,85753 + + -
RBOFZB1 |573232 | 38,70968 n + -
RBOFZB2 |4.92424  |69,75806 - - -
RBOFZB3 |4,11616 | 44,62366 - -
RBOFZB4 |497475  |73,79032 - - -
RBOFZB5 |11,31313 | 69,89247 n + -
RBOFZB6 | 651515 | 66,59946 ¥ - -
RBOFZB7 |2,75253  |49,05914 - - -
RBOFZB8 |1573232 |5537634 + + N
RBOFZBY |10,70707 | 71,30376 + + N
RBOFZB10 |547980 | 60,28226 - - -
RBOFZB11 |853535 | 82,39247 ¥ - -
RBOFZB12 |19,59596 | 69,95968 ¥ - -
RBOFZB13 | 1095960 | 23,45430 N ) )




c. Endophytes Bousselam

Activités
AlA Sidérophores N2 PVK ACC
Souches

EBC1 5,42929 51,99302 - -
EBC2 5,60606 54,38465 + - -
EBC3 7,75253 53,88640 - - -
EBC4 6,59091 45,01744 + + -
EBC5 4,97475 55,50573 - - -
EBC6 6,16162 64,57399 + -
EBC7 12,32323 50,87195 - -
EBCS8 5,63131 56,47733 - - -
EBPal 6,96970 59,34230 - - -
EBPa2 7,82828 65,99402 - - -
EBPa3 16,13636 57,17489 + + -
EBPa4 6,99495 52,51619 - + -
EBPa5 15,22727 54,35974 + + +

EBPa6 17,37374 60,96163 +
EBPa7 8,00505 57,29945 - - -
EBPa8 4,82323 54,95765 - + +
EBB251 6,06061 63,52765 - - -
EBB252 7,37374 66,24315 + -
EBB253 10,58081 67,91231 + + -
EBB254 10,00000 50,14948 + - -
EBB255 5,20202 50,22421 + + -
EBB256 10,27778 51,02142 + - -
EBB257 6,11111 69,80568 + + +
EBB258 4,89899 53,76183 - - -
EBPAB251 15,80808 56,30294 + + -
EBPAB252 9,82323 82,85999 + + +
EBPAB253 11,13636 59,14300 + + +
EBPAB254 13,51010 58,34579 + + +
EBPAB255 7,32323 50,37369 + + -
EBPAB256 9,11616 90,25909 + + +
EBPAB257 23,18182 60,63777 - - -
EBPAB258 5,47980 53,13901 - + -
EBFZB1 19,89899 51,94320 - + -
EBFZB2 5,30303 50,24913 - + -
EBFZB3 6,84343 53,43797 - - -
EBFZB4 12,39899 50,74738 - + +
EBFZB5 4,19192 57,49875 - - -
EBFZB6 7,67677 58,64474 + - -
EBFZB7 10,02525 56,67663 + +
EBFZB8 6,81818 51,52965 - - -




d. Endophytes Boutaleb

Activités
AlA Siderophores N2 PVK ACC
Souches

EBOC1 12,42424 51,12108 + + -
EBOC2 16,99495 61,93323 - - -
EBOC3 18,25758 55,55556 - - -
EBOC4 18,73737 53,41305 - - -
EBOCS 16,54040 54,38465 - - -
EBOC6 15,30303 52,88989 + + +
EBOPal 15,27778 64,00100 - - -
EBOPa2 26,11111 57,22471 + + +
EBOPa3 15,88384 63,62730 - - -
EBOPa4 16,41414 54,21026 + + -
EBOPa5 16,08586 66,11858 - - -
EBOPa6 16,21212 60,73742 + + -
EBOB251 16,56566 57,82262 - - -
EBOB252 15,95960 55,65521 + + +
EBOB253 13,53535 62,10762 - - -
EBOB254 14,41919 59,04335 + - +
EBOB255 13,93939 57,42402 - - -
EBOB256 19,21717 58,29596 - - -
EBOPAB251 23,43434 50,49826 + + +
EBOPAB252 15,37879 37,79273 + - -
EBOPAB253 14,41919 52,00050 + + -
EBOPAB254 13,63636 55,38117 + + -
EBOPAB255 23,66162 58,59492 + + -
EBOPAB256 15,20202 55,35625 - + -
EBOFZB1 16,01010 50,24913 + + +
EBOFZB2 13,56061 56,10364 - - -
EBOFZB3 17,44949 50,14948 - - -
EBOFZB4 15,20202 53,53762 + + +
EBOFZB5 14,01515 55,03239 - - -
EBOFZB6 10,42929 58,44544 + + -
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Abstract: Plant-growth-promoting rhizobacteria (PGPR) introduced into agricultural ecosystems
positively affect agricultural production and constitute an ecological method for sustainable agri-
culture. The present study demonstrated the effects of two PGPR, Pantoea agglomerans strain Pa and
Bacillus thuringiensis strain B25, on seed germination, on the plant growth of two durum wheat va-
rieties, Bousselam and Boutaleb, and on the frequency of the cultivable beneficial bacterial commu-
nity. The bacterial strains were used as seed primers (individually or in consortia) by coating them
with carboxymethyl cellulose (CMC 1%). The effect of PGPR was negligible on germinative ability
but improved seed vigor in the Boutaleb variety after inoculation with the Pa strain alone or in
combination with the B25 strain. The results showed that the germination capacity depends on the
wheat variety. It seemed to be better in the Bousselam variety. Analysis of the results of morpho-
logical plant parameters in sterile compost after 75 days under controlled conditions (16 h light,
26/16 °C day/night) showed a significant improvement in plant growth in both wheat varieties with
the Pa strain alone or in combination. Chlorophyll (a, and total), carotenoid, and total soluble sugars
were significantly increased, while proline and MDA were strongly reduced by inoculation of the
Bousselam variety. Bacterial survival of the Pa and B25 strains in the rhizosphere of sterile compost
was appreciable (10°-107 CFU/g) for both the Pa and B25 strains. Only the Pa strain was endophytic
and able to colonize roots. Contrary to sterile compost, the different inoculation treatments in nat-
ural soil (after 114 days) significantly improved all morphological parameters and chlorophyll pig-
ments in both wheat varieties. The reduction of proline contents at the leaf level was observed with
Pa, mainly in Bousselam. Bacterial densities of the rhizosphere and endophyte cultivable commu-
nities did not differ significantly. However, the number of cultivable beneficial bacteria isolated
from roots and rhizosphere with multiple PGP traits was significantly increased. Bacterial survival
of CMC-coated seed inoculum was appreciable and remained constant, especially for the Pa strain,
during 21 months at room temperature. Based on these results, the PGPR used after seed priming
would be a feasible and sustainable strategy to improve soil fertility and promote growth of durum
wheat in stressful and non-stressful environments.

Keywords: PGPR; durum wheat; rhizosphere engineering; germination; plant growth; biopriming
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1. Introduction

By the middle of the 21st century, the world’s population could increase by 26%,
adding two billion to the current seven point six billion. Estimates show that to feed nine
point five billion people, agriculture would need to produce 60-70% more grain [1].
United Nations organizations predict continued population growth, and by 2050 this fig-
ure is expected to be between 8.3 and 10.9 billion people, while current trends indicate a
larger version [2]. Meanwhile, world grain trade in 2017/2018 fell by around 5 million tons
(1.2%) to 391 million tons, which was the first reduction in four years [2].

Current agricultural practices, such as the addition of fertilizers, pesticides, and ani-
mal waste, have adverse effects on the environment, as they heavily pollute air, soil, and
water resources and decrease the biological diversity of ecosystems.

It is therefore necessary to develop new farming strategies [3]. The rising cost of fer-
tilizers and the demand for pesticide-free foods has led to the search for an alternative
approach that could alleviate the problem [4]. Modern agriculture offers the potential to
sustainably feed the growing world population. So far, genetically modified (GM) prod-
ucts have increased yields and reduced the use of pesticides. Nevertheless, GM products
are controversial among policy makers, scientists, and consumers regarding their possible
environmental, ecological, and health risks [5].

For the past decades, the response of plant crops to inoculation by plant-growth-pro-
moting rhizobacteria (PGPR) has been studied in numerous experiments carried out
around the world in fields and in greenhouses. PGPR are able to exert a beneficial effect
on different stages of plant growth. They increase germination percentage, seedling vigor,
emergence, root and stem development, total plant biomass, seed weight, early flowering,
and fruit and seed yields [6]. Seed vigor and viability are important elements that influ-
ence seedling establishment, growth, and crop productivity [7]. Additionally, seed inocu-
lation with PGPR is a promising technology for seed treatment to suppress diseases
caused by plant pathogens. PGPR increase germination and seedling vigor at very high
rates by reducing the incidence of seed mycoflora [8]. Several studies have mentioned the
beneficial effects of bacterial strains on the germination of different plant species under
optimal conditions, but especially under stress conditions [9].

PGPR are considered a component for maintaining adequate plant nutrition. PGPR
may promote nutrient uptake, thereby reducing the need for fertilizer application and
preventing the accumulation of nitrates and phosphates in agricultural soils [10]. The ben-
eficial effect of inoculation on the microbial population may be direct, through an in-
creased supply of available phosphate (P) and nitrogen (N), or indirect, through changes
in the growth rate and metabolic activities of crops [11]. Based on the data obtained, it is
evident that inoculation resulted in significant increases in the yields of different crops,
under different conditions [12]. Treatments with PGPR can affect the growth and yield of
a wide range of crops such as cereals or legumes [13,14]. A large number of bacteria, such
as Bacillus spp., Azospirillum spp., Pseudomonas spp., Azotobacter spp., Pantoea spp., and
others, have significantly improved wheat yield parameters [15-18].

Understanding the integration of bacterial strains in the rhizosphere and the mecha-
nisms of their interactions is a key element in improving and stimulating plant growth.
Microbiomes associated with plant roots have attracted particular attention in recent years
[19,20]. Numerous studies have shown that plant-associated microbiota play an important
role in plant growth and development and are able to provide plant protection against
pathogens and various abiotic stresses [21,22]. The plant microbiome supplies the host
plant with additional gene pools and is therefore often referred to as the second plant
genome [23].

Understanding the fate of this microbiota is fundamental to developing smart farm-
ing practices. Rhizospheric microbiomes are regulated by root exudates, plant genotype
selection, and environmental adoption. Thus, the plant microbiome must have an ability
to interact with beneficial microbes from natural soil microbiota or microbial inoculants
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because the agronomic response to inoculation also depends on native microbial commu-
nities [24]. The question is whether inoculation can lead to changes in community struc-
ture by increasing the plant-growth-promoting and disease-suppressing functions of the
resident community [25]. A growing number of researchers are recognizing the effects of
exogenous inoculants, not only on promoting plant root growth, but also on protecting
roots from disease damage by regulating the rhizosphere microbiota from the seedling
stage. Plants have important regulatory effects on the formation of the microbial structure
of the rhizosphere by excreting different root exudates at different growth stages [26].
Plants have the ability to modify the soil environment by secreting bio-active molecules
into the rhizosphere to alter the edaphic conditions of the soil microbiota [27]. Thus, dif-
ferent plant species or genotypes can recruit specific microbiota through differences in
root morphology and root exudation patterns [21]. In addition, the composition of root
exudates and the structure of the microbial community associated with the roots are
strongly affected by the growth stage of the plant [28]. An active early-stage rhizosphere
microbial community is an important stage of community diversity and succession during
the growth period of the whole plant [29,30]. Then, inoculation with Azospirillum lipoferum
CRT1 affected the size and taxonomic composition of the functional communities in-
volved in nitrogen fixation and ACC deamination [31]. Similarly, inoculation of barley
seeds (Hordeum vulgare) by Bacillus increased the total number of bacteria and the popu-
lation of phosphate-solubilizing bacteria [14]. Bio-inoculants by PGPR or arbuscular my-
corrhizal fungi (AMF) induced a significant modification of the structure of the wheat
bacterial community [32]. Soybean inoculation with Paenibacillus mucilaginosus decreased
bacterial richness and diversity but also favored specific micro-organisms through selec-
tivity and enrichment of root exudates. Additionally, many bacterial classes and genera,
which were associated with symbiotic nitrogen fixation, plant growth promotion, biolog-
ical control, and soil activity enhancement, were overrepresented [33]. Besides growth pa-
rameters, defense enzymes, soil enzymes, and microbial diversity were significantly mod-
ulated in plants inoculated individually and in consortia with Pseudomonas putida NBRIRA
and Bacillus amyloliquefaciens NBRISN13 [34].

The present study was designed to evaluate the role of PGPR on the improvement of
morphological and biochemical parameters of durum wheat at the germination and plant-
growth stages. Two durum wheat varieties were used by bio-priming the seeds with a
carboxymethylcellulose (CMC) coating. These PGPR Pantoea agglomerans strain Pa and Ba-
cillus thuringiensis strain B25 were used as seed primers in two common strategies (single
strains and consortium). These PGPR were tested at the germination stage, then under
axenic conditions (sterile compost) to explore their ability to survive in the rhizosphere,
and finally in natural soil to assess their impact on plant growth and the beneficial bacte-
rial community of wheat. Further, these PGPR were also tested for their ability to survive
on the coated seeds during storage.

2. Materials and Methods
2.1. Bacterial Strains

The bacterial strains Pantoea agglomerans Pa (LMA2) (MUJJ00000000.1) [18] and Bacil-
lus thuringiensis B25 (JX196352) [35] were used in this study. Strain Pa was originally iso-
lated from the rhizosphere of durum wheat fields in the arid and saline region of Bou-
Saada, Algeria (35°23'38" N 4°19'18.1" E, pH 9, electrical conductivity (EC = 3.54 ms/cm).
Strain B25 was isolated from the rhizosphere of durum wheat in the semi-arid region
north of Sétif, Algeria (36°17'40.5" N 25'32.8" E, pH 7.9, EC = 1.3 ms/cm). The strains were
selected as the best bacterial isolates with high PGP activities and tested for none antago-
nism between them, allowing to use them either individually or in combination in order
to synergistically promote plant growth.
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2.2. Plant Material

The seeds of two local durum wheat genotypes, Bousselam (Triticum durum L.c.v
Bousselam) and Boutaleb (Triticum durum L.c.v Boutaleb), were used. Their area of adap-
tation were the high plateaus and the interior plains of eastern Algeria. Bousselam variety
(Pedigree: Heider/Marli/Heider-Cro ICD-414-1BLCTR-4AP) was a semi-late variety, with
medium height. Boutaleb variety (Pedigree: HEDBA(03/OFONTO-DZ-ITGC-SET001-)
has an intermediate vegetative cycle. The grain and straw yields were high in both wheat
varieties, and they presented good tolerance to abiotic stresses (lodging, drought, and
cold) and biotic stresses (fungal diseases). They were kindly provided by the Technical
Institute of Field Crops (Sétif, Algeria).

2.3. Effect of Bacterial Inoculation on Seed Germination

The experiment was performed to evaluate the effects of the PGPR on seed germina-
tion, which is considered the first step of plant growth.

2.3.1. Seed Disinfection

The seeds were disinfected on the surface by successive immersion in ethanol (70%,
1 min), then in sodium hypochlorite (2%, 30 min) and rinsed several times with sterile
distilled water [18].

2.3.2. Preparation of Bacterial Inoculum and Seed Coating

The bacterial strains were taken from the glycerol stock and inoculated onto nutrient
agar at 30° C/24 h. Each strain was inoculated in trypticase soy broth (TSB) with constant
shaking at 150 rpm for 48 h/30 °C. The cultures were centrifuged at 3000 rpm for 20 min.
A pellet of each strain was suspended in 1% sterile carboxymethyl cellulose (CMC) solu-
tion at 108 CFU/mL. For preparation of microbial consortia, the mixture of bacterial strains
was prepared by mixing individual bacterial inocula at equal volume to form a suspension
containing the cells of each strain. The sterilized seeds were then carefully coated with
homogenized CMC containing bacterial cells, shaken for 3 h/30 °C, air-dried overnight
under aseptic conditions in a laminar air flow, and stored at room temperature in the dark.
Un-inoculated seeds coated in sterile CMC solution served as a negative control [18].

2.3.3. Seed Germination

Germination was carried out on bacterized and coated seeds in triplicate, with four
groups representing the type of treatment:

e T1: Un-inoculated seeds (Control)

e  T2:Seeds inoculated with Pa

e  T3: Seeds inoculated with B25

e  T4: Seeds co-inoculated with Pa + B25

Thirty seeds from each treatment were placed in Petri dishes on a double layer of
filter paper soaked with 10 mL of sterile distilled water. The plates were incubated in the
dark at 25 + 2 °C. The germinated seeds were counted every three days (3, 6, and 9 days).
When the radicle was at least 3 mm long, the seeds were considered to be germinated. The
incubation was maintained over 11 days. Four parameters were recorded from this exper-
iment: final germination percentage (FGP), germination rate index (GRI), seedling length
vigor index (SLVI), and seedling weight vigor index (SWVI) and were calculated as de-
scribed by Kerbab et al. [14].

FGP = Number of seeds germinated/Total number of seeds x 100

GRI =G3/3 + G6/6 + G9/9 (G3, G6, and G9 were germination percentages at 3,
6, and 9 days)
SLVI = Seedling length (cm) x (%) germination
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SWVI = Seedling dry weight (mg) x (%) germination

2.4. Effect of Bacterial Inoculation on Plant Growth of Durum Wheat in Sterile Compost

To evaluate the effect of inoculation on plant growth in sterile compost, the wheat
seeds of Bousselam and Boutaleb varieties, sterilized as previously, were germinated on
filter paper in Petri dishes containing 10 mL of sterile distilled water at 20 °C/48 h in the
dark. When radicle length reached 3 mm, inoculation and coating in CMC solution were
performed as described before. Un-inoculated seeds (control) were immersed in a 1% ster-
ile CMC solution. Plastic pots (2 = 10 cm) disinfected with a sodium hypochlorite solution
were filled with 150 g of compost sterilized at 120 °C/1 h for 3 successive days. The pots
were divided into four groups representing the type of treatment as previously. The
treated seeds were sown (one seed/pot) at a depth of 1 cm from the surface. The experi-
ment was repeated 4 times and was conducted for 75 days in a growth chamber with an
average day/night temperature of 26 °C and 16 °C, respectively, and 16 h light photoper-
iod. The humidity of the compost was adjusted and kept constant by watering with sterile
water. At the ear stage, roots and shoots were collected. Their lengths and fresh and dry
weight were determined. Dosages of biochemical parameters of growth (chlorophyll pig-
ments and total sugars) and stress (proline and malondialdehyde: MDA) were carried out.
The survival of the inoculated bacteria in the rhizosphere and their capacity for root colo-
nization were evaluated.

2.4.1. Measurement of Morphological Parameters

After 75 days of growth, the plants were harvested and washed with distilled water.
Roots and shoots were separated. Lengths of shoots and roots (cm) and fresh and dry
weight (after 72 h at 65 °C) of shoots and roots (g) were measured. Morphological meas-
urements were performed four times.

2.4.2. Measurement of biochemical parameters
Chlorophylls and Carotenoids

Chlorophylls a and b and carotenoids were performed according to Kerbab et al. [14].
An amount of 0.5 g of the leaves of each sample was cut into small segments (0.5 cm),
homogenized in 10 mL of 80% acetone, and stored at =10 °C overnight. The organic extract
was centrifuged at 14,000 rpm/5 min and the absorbance of the supernatant was measured
by spectrophotometer at OD 663, 645, and 470 nm to determine chlorophylls a (Chl.), b
(Chlb), and carotenoids, respectively.

Chla=12.70 Asss — 2.69 Asss
Chlb =22.90 Asss — 4.68 Ases
Chlaw =20.21 Asss + 8.02 Asss

Carotenoids = (1000 A4z — 1.9 Chla — 63.14 Chlv)/214

Total Sugars

The extraction of total sugars from the fresh leaf material was carried out according
to the following protocol: 3 mL of ethanol (80%) was added to 0.1 g of leaves. The mixture
was incubated at room temperature in the dark for 48 h. Then, the mixture was heated at
80 °C in a water bath to evaporate the ethanol, then 20 mL of distilled water was added.
Total sugars were determined according to Dubois et al.’s [36] method. The reaction mix-
ture had contained 0.5 mL of the sample, 0.5 mL of a phenol solution (5%), and 2.5 mL of
concentrated sulfuric acid. The color intensity proportional to sugars concentration was
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measured by spectrophotometer at OD 490 nm. The values obtained were translated into
glucose concentrations by reference to a previously established calibration curve. All bio-
chemical parameters were performed in duplicate.

Proline

Leaf proline extraction was performed by cold mixing 50 mg aliquots of fresh leaf
weight with 1 mL of ethanol:water (40:60 v/v) solution and left overnight at 4 °C. The mix-
ture was then centrifuged at 14,000 rpm/5 min. An amount of 500 uL of the supernatant
was added to 1000 pL of the reaction mixture (1% (w/v) ninhydrin in 60% (v/v) acetic acid)
in 1.5 mL screw cap tubes and heated at 95 °C/20 min. The mixture was then centrifuged
at 10,000 rpm and the evaluation of the leaf proline content was determined at OD 520 nm
using proline (5 mM) as a standard solution [18].

Lipid Peroxidation (MDA)

Lipid peroxidation in leaves was determined by estimation of malondialdehyde
(MDA) content. Indeed, 0.2 g of the fresh material was cut into 5 mm pieces and macerated
in 1 mL of trichloroacetic acid (0.1%) and centrifuged (10,000 rpm/5 min). An amount of
0.5 mL of the supernatant was added to 2 mL of TCA (20%) containing 0.5% thiobarbituric
acid. The mixture was heated at 95 °C/30 min and then rapidly cooled in an ice bath. The
mixture was centrifuged at 10,000 rpm/15 min and the absorbance of the supernatant was
measured at OD 532 nm. the OD was corrected to remove non-specific turbidity by sub-
tracting the OD 600 nm. The MDA concentration was calculated using the extinction co-
efficient of 155 mM-cm™! [37].

2.4.3. Bacterial Survival in the Rhizosphere

Bacterial persistence in the rhizosphere was determined by counting (CFU/g) culti-
vable bacteria after 75 days of wheat plant growth. An amount of 1 g of sterile rhizospheric
compost taken from the surface of roots was homogenized with 10 mL of sterile physio-
logical water for 5 min. A serial dilution of up to 10 of the samples was spread on the
surface of TSA medium and incubated at 30 °C/48 h [18]. The survival of the bacteria ex-
pressed in CFU/g of soil was carried out in duplicate.

2.4.4. Endophytic Colonization

Endophytic bacteria detection was performed by washing the roots from adhering
compost by stirring at 300 rpm/5 min. The roots were disinfected at the surface by immer-
sion in 70% ethanol/1 min, then in 2% sodium hypochlorite/30 min and rinsed several
times with sterile distilled water. To check the efficiency of root disinfection, the final
washing water was spread on TSA agar and the plates were incubated at 30 °C/48 h. An
amount of 1 g of sterilized roots was macerated in 10 mL of sterile physiological water
and ground using a mortar. A serial dilution of up to 10-¢ of the samples was spread on
the surface of TSA medium and incubated at 30 °C/48 h. Bacterial counts were expressed
in CFU/g of roots and carried out in duplicate.

2.5. Effect of Inoculation on Durum Wheat Plant Growth in Non-Sterile Soil

The soil was taken from a field located at the University of Sétif 1, Algeria (36°12'00.8"
N 5°22'08.9" E). The physicochemical analysis was carried out at the Fertial agronomic
laboratory, Annaba, Algeria. The soil was classified as clayey and loamy, with electrical
conductivity and pH of 0.15 mS/cm and 8.34, respectively. The contents of readily availa-
ble organic matter, nitrogen, K, and phosphorus were, respectively, 14.1 g/kg, 1.3 g/kg,
183 mg/kg, and 14 mg/kg.

Plastic pots (20 cm in diameter x 18 cm in height), disinfected with a sodium hypo-
chlorite solution, were filled with approximately 4 kg of soil that was previously sieved
through a 0.5 cm mesh and air-dried. Wheat seeds were disinfected, germinated, and
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coated as previously described. Twenty seeds were sown in each pot. The treatments were
carried out in five repetitions for each wheat variety, Bousselam and Boutaleb. Five treat-
ments were performed as follows: (1) seeds not inoculated, (2) seeds inoculated with Pa,
(3) seeds inoculated with B25, (4) seeds co-inoculated with Pa and B25, and the last treat-
ment, (5) the seeds were inoculated with the bacterium Bacillus velezensis FZB 42 [38] used
as a positive control.

Plant growth was monitored in a controlled growth chamber (16 h light photoperiod,
26/16 °C day/night temperatures). Plants were thinned 15 days after sowing to maintain
the desired uniform number (ten seedlings per pot) in each pot. The plants were irrigated
twice a week with potable water. After growing for 114 days (from 28 November 2019 to
21 March 2020), the plants, at the ear stage, were harvested and washed with distilled
water. Roots and shoots were separated, and growth parameters (morphological and bio-
chemical) were measured.

2.5.1. Determination of Morphological Parameters

Lengths of shoots and roots (cm), and fresh and dry weights (after 72 h at 65 °C) of
shoots and roots (g) were measured. Morphological measurements were performed in
triplicate.

2.5.2. Biochemical Parameters

Biochemical parameters: chlorophylls a and b, carotenoids, total sugars, proline, and
MDA contents were determined in duplicate, as described previously.

2.6. Effect of Inoculation on the Rhizobacterial Community
2.6.1. Enumeration of Rhizobacteria

Wheat rhizospheric soil (1 g) adhering tightly to the roots was homogenized in 10
mL of sterile physiological water and shaken for 5 min. An amount of 100 pL of the sample
and of each decimal dilution ranging from 10! to 10-6 was spread out in duplicate on TSA
medium and incubated at 30 °C/72 h. Bacterial counts were expressed in CFU/g soil and
performed in duplicate. Based on the morphological characteristics of the colonies, 13 vis-
ibly distinct isolates were purified and stored in agar slants at 4 °C for further evaluation
of their PGP activities.

2.6.2. Enumeration of Endophytic Bacteria

The roots were disinfected as described previously. An amount of 1 g of disinfected
roots was ground and homogenized in 10 mL of sterile physiological water. A serial dilu-
tion of up to 10 of the samples was spread on the surface of a TSA medium and incubated
at 30 °C/72 h. Bacterial counts were expressed in CFU/g of roots and performed in dupli-
cate. From six to eight strains were purified and stored for characterization of their PGP
activities.

2.7. PGP Activities

This assay was performed in order to evaluate the impact of the bacterial inoculation
on the improvement of PGP traits of rhizospheric and endophytic bacterial communities.
The PGP activities of all the isolates were determined in vitro in duplicate, using standard
protocols for phosphate solubilization, nitrogen-free growth (nitrogen fixation), sidero-
phore and IAA production, and ACC deaminase activity.

2.7.1. Phosphate Solubilization

Phosphate solubilization was determined by culturing the isolates in the
Pikovskaya's agar (PVK) medium [39]. An amount of 10 uL of each bacterial culture was
spotted on the PVK agar surface and incubated at 30 °C for 7 days. The development of
clear zones around the colonies were considered as positive phosphate solubilizers [13].
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2.7.2. Nitrogen Fixation

Nitrogen fixation was tested on Winogradsky (WS) solid medium without nitrogen.
An amount of 10 pL of each bacterial culture was spotted on the agar medium surface.
The growth of a visible colony on the medium after 4 days of incubation at 30 °C indicated
the ability of the strain to fix nitrogen. The reaction of each bacterial strain was rated pos-
itive or negative in the test [40].

2.7.3. Production of Siderophores

Bacterial isolates were screened for siderophore production using Chrome Azurol S
(CAS) medium [41]. Fresh bacterial culture (100 pL) was transferred into 10 mL of iron-
restricted King’s B medium and incubated at 30 °C/96 h. The cultures were centrifuged at
12000 rpm/5 min and 100 pL of the supernatant was mixed with 100 pL of CAS reagent in
a microplate well and incubated for 30 min in the dark. A change in the blue color of the
medium to orange indicates the production of siderophores. OD 630 nm was measured
by a microplate reader and the percentage of siderophore units was estimated using the
formula:

Decolorization (%) = [(Ar — As)/Ar] x 100

where Ar is the absorbance of the reference sample and As is the absorbance of the sample.
The color changes from blue to orange according to the amount of siderophores produced.

2.7.4. TAA Production

Indole-3-acetic acid (IAA) production was evaluated by culturing bacterial isolates
in Luria—-Bertani broth supplemented with tryptophan (2 g/L). Fresh bacterial culture (100
pL) was transferred into 10 mL of LB medium and incubated at 30 °C/96 h. The cultures
were centrifuged at 12,000 rpm/5 min, then 100 pL of the supernatant was transferred in
a microplate well and 150 pL of Salkowski reagent (50 mL, 35% of perchloric acid, and 1
mL FeCls 0.5 M solution) was added. The microplate was incubated for 30 min in the dark.
The absorbance was read at 490 nm. IAA concentrations (pg/mL) were determined by a
calibration curve of pure IAA [42].

2.7.5. ACC Deaminase Production

1-aminocyclopropane-1-carboxylic acid (ACC) deaminase activity of the isolates was
evaluated according to Li et al.’s [43] method, using the nitrogen-free DF medium [44]. A
bacterial colony was cultured in 5 mL of LB broth incubated at 28 °C/48 h with shaking at
150 rpm. Then, 2 mL of each culture was centrifuged at 8000 rpm/5 min. The cell pellet
was recovered, washed twice with 1 mL of DF liquid medium, and suspended in 2 mL of
DF-ACC medium (DF medium amended with ACC at 3.0 mmol/L as sole nitrogen
source). After incubation at 28 °C/24 h, 1 mL of the bacterial culture was centrifuged and
100 uL of the recovered supernatant was diluted 10 times in liquid DF medium without
ACC in 1.5 mL tubes. Then, 60 pL of each supernatant was mixed with 120 uL of ninhy-
drin reagent (500 mg of ninhydrin and 15 mg of ascorbic acid were dissolved in 60 mL of
ethylene glycol, stored at -20 °C, and mixed with 60 mL of citrate buffer (mol/L, pH 6.0)).
The reaction mixture was heated by boiling for 30 min. The qualitative test was appreci-
ated with the naked eye by comparison with DF solution without inoculation. A bacterial
isolate, which makes a deeper color of supernatant compared with that of the DF-ACC
medium without inoculation, was considered as an ACC-utilizing bacterial isolate.
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2.8. Effect of Storage on Bacterial Survival of Coated Seeds

To evaluate the effects of the shelf life on the bacterial survival of the coated seeds, 1
g of seed, taken at different periods of storage at ambient temperature (24 h, 45 days, and
7,13, and 21 months), was suspended in 10 mL of physiological water. Bacterial counting
was performed in duplicate on TSA surface medium at 30 °C/48 h, as described previ-
ously. The bacterial enumeration was expressed in CFU/g of seeds.

2.9. Statistical analysis

The statistical analysis of the data was performed using analysis of variance
(ANOVA) and when significant effects were detected, the groups were compared using a
post hoc Tukey’s HSD test. The level of significance used for all statistical tests was 5% (p
<0.05). The statistical program used was IBM SPSS Statistics v.22.

3. Results
3.1. Effect of Bacterial Inoculation on Seed Germination

The inoculation of two varieties of wheat with the Pa, B25, or Pa + B25 strains did not
induced any significant changes in the final percentage and the seed germination index
(Figures 1A,B and 2), but it did allow a significant increase in vigor index of length (SLVI)
(Figure 1C) and weight (SWVI) (Figure 1D). This was observed only in the Boutaleb vari-
ety, when the seeds were treated with the Pa strain alone or in combination with B25
strain. Concerning the varietal response of wheat to germination, a better germination
capacity of inoculated and non-inoculated seeds was observed in the Bousselam variety
(Figure 1A,B).

3.2. Effect of Bacterial Inoculation on Plant Growth of Wheat in Sterile Compost
3.2.1. Morphological Parameters

Analysis of the results of fresh and dry weights of roots and leaves, root elongation,
and height of the plant showed that bacterial inoculation or co-inoculation led to a signif-
icant improvement in all these parameters for the two wheat varieties, with the exception
of B25 in Bousselam variety (Figures 3A-F and 4).
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Figure 1. Effect of bacterial inoculation on (A) final percentage germination (%), (B) germination
rate index (%), (C) seedling length vigor index, and (D) seedling weight vigor index of the two wheat
varieties, Bousselam and Boutaleb. The bar plots represent the mean + standard error of three dif-
ferent experiments. IBM SPSS Statistics v.24 was used to perform statistical analysis, using a two-
way ANOVA and Tukey’s multiple comparison post-test. Significant differences are displayed as:
*** p <0.001. ns: non-significant.
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Figure 2. Effect of bacterial inoculation on in vitro wheat seedling germination. Top: Bousselam
variety. Bottom: Boutaleb variety.
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Figure 3. Effect of bacterial inoculation on (A,B) shoot and root length (cm), (C,D) shoot and root
fresh weight (g), and (E,F) shoot and root dry weight of wheat plants grown in sterile compost of
Bousselam and Boutaleb varieties. The bar plots represent the mean + standard error of three differ-
ent experiments. IBM SPSS Statistics v.24 was used to perform statistical analysis, using a two-way
ANOVA and Tukey’s multiple comparison post-test. Significant differences are displayed as: * p <
0.05, ** p <0.01. ns: non-significant.
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PatB2NN

Figure 4. Effect of bacterial inoculation on in vitro wheat plants grown in sterile compost. Left:
Bousselam variety. Right: Boutaleb variety.

3.2.2. Biological Parameters

Chlorophyll Pigments

Compared to the control, the content of chlorophyll pigments (chlorophyll a, b, total,
and carotenoids) increased with Pa strain inoculation alone or in co-inoculation with B25
strain, while B25 strain treatment seemed to have a non-significant effect on the content
of these pigments, (Figure 5). In the Bousselam variety, a significant increase of 83.75% in
chlorophyll a and 74.17% in total chlorophyll was recorded in the case of co-inoculation
(Figure 5A,C). The content of carotenoids was also improved under this treatment in
Bousselam and Boutaleb varieties, with rates of 46.63%, and 74.16%, respectively (Figure
5D). Significant differences between wheat varieties were observed only for chlorophylls
b and total.
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Figure 5. Effect of bacterial inoculation on (A) chlorophyll a (ug/g FW), (B) chlorophyll b (ug/g FW),
(C) chlorophyll a + b (ug/g FW), and (D) carotenoid (ug/g FW) contents of wheat plants grown in
sterile compost of Bousselam and Boutaleb varieties. The bar plots represent the mean + standard
error of three different experiments. IBM SPSS Statistics v.24 was used to perform statistical analysis,
using a two-way ANOVA and Tukey’s multiple comparison post-test. Significant differences are
displayed as: *** p <0.001. ns: non-significant.
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Total Sugars, Proline, and MDA

The effect of inoculation on leaf total sugar content was variable depending on the
wheat variety and was manifested by a significant increase in leaves of plants treated with
Pa or B25 strains or with co-inoculation in the Boutaleb variety. In Bousselam variety, only
the Pa strain alone or in combination had a positive impact (Figure 6A).
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Figure 6. Effect of bacterial inoculation on (A) shoot total soluble sugars content (mg/g FW), (B)
shoot proline content (ug/g FW), and (C) shoot malondialdehyde (MDA) content (uM/g FW) of
wheat plants grown in sterile compost of Bousselam and Boutaleb varieties. The bar plots represent
the mean + standard error of three different experiments. IBM SPSS Statistics v.24 was used to per-
form statistical analysis, using a two-way ANOVA and Tukey’s multiple comparison post-test. Sig-
nificant differences are displayed as: *** p < 0.001. ns: non-significant.
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The effects of seed inoculation on biochemical indicators of stress in both wheat va-
rieties appeared to be mixed. Indeed, variations in leaf proline and MDA content follow-
ing seed inoculation were observed only in the Bousselam variety. Decreases in proline
were noticed when the Pa strain in mono-inoculation or co-inoculation with B25 strain
were used (Figure 6B) and in MDA during the different treatments (Figure 6C).

3.2.3. Bacterial Survival in Sterile Rhizosphere

After 75 days of plant growth, bacterial survival of the Pa and B25 strains in the rhi-
zosphere of both wheat varieties was appreciable. The enumeration of the Pa strain in
mono- and co-inoculation was about 1.8 x 106 CFU/g and 2.91 x 107 CFU/g in the rhizo-
sphere of the Bousselam variety, (Figure 7A), and about 1.19 x 107 CFU/g and 2.30 x 10°
CFU/g in the rhizosphere of the Boutaleb variety, (Figure 8B). Thus, for the B25 strain,
taken individually or in association with the Pa strain, the enumerations were about 2.10
x 105; 4.73 x 107 and 7.86 x 106; 6.91 x 10¢ CFU/g in the rhizospheric soil of the Bousselam
and Boutaleb varieties, respectively. Inside the roots, only the Pa strain existed at levels of
1.08 x 106 and 3.50 x 10¢ in Bousselam variety roots and 9.33 x 10> CFU/g and 2.22 x 108
CFU/g 10¢ in Boutaleb variety roots. Unlike B25, the Pa strain was able to colonize roots
and appeared to be an endophytic bacterium.
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Figure 7. Survival of bacteria, Pa and B25 (Log N(CFU/g)), in (A) rhizosphere and (B) roots of wheat
plants of the Bousselam and Boutaleb varieties, grown in sterile compost inoculated with Pa, B25,
and Pa + B25. The bar plots represent the mean + standard error of three different experiments. IBM
SPSS Statistics v.24 was used to perform statistical analysis, using a two-way ANOVA and Tukey’s
multiple comparison post-test. ns: non-significant.
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Figure 8. Effect of bacterial inoculation on (A,B) shoot and root length (cm), (C,D) shoot and root
fresh weight (g), and (E,F) shoot and root dry weight of wheat plants grown on non-sterile soil of
Bousselam and Boutaleb varieties. The bar plots represent the mean + standard error of three differ-
ent experiments. IBM SPSS Statistics v.24 was used to perform statistical analysis, using a two-way
ANOVA and Tukey’s multiple comparison post-test. Significant differences are displayed as: * p <
0.05, *** p <0.001. ns: non-significant.

3.3. Effect of Inoculation and Co-Inoculation on Durum Wheat Plant Growth in non-Sterile Soil
3.3.1. Morphological Parameters

Compared to sterile compost, in non-sterile soil, inoculation in all treatments signifi-
cantly improved the morphological growth parameters in both wheat varieties (Figures 8

and 9) but with greater increases in plant height (Figure 8A,B) and root fresh weight (Fig-
ure 8C,D) in the Bousselam variety.



Agronomy 2022, 12, 2221 17 of 32

Control Pa B25 Pa+B25 FZB42 Control  Pa B2S Pa+B25 FZB42

Figure 9. Effect of bacterial inoculation on in vitro wheat plants grown on non-sterile soil. Left:
Bousselam variety. Right: Boutaleb variety.

3.3.2. Biochemical Parameters
Chlorophyll Pigments

Bacterial inoculation resulted in significant increases in chlorophyll pigment levels,
but the Pa strain performed best (Figure 10A-D). It should be noted that the effect of the
variety on these biochemical parameters was not detectable.



Agronomy 2022, 12, 2221

18 of 32

1000.00 Ba

b
b b
I I I b b b b
I a I I I
Bousselam Boutaleb
Variety

-
g

plants on non-sterile soil
£gEg
g 8 8
)

Chlorophyll a content (ug/g FW) of wheat
-
EEE
g 8 3

-

mControl mPa wmB25 wPa+B25 wmFZB42
800.00 .

700.00

= a a
= < o " a
7 600.00
] . a
=
E 500.00
B £ 400.00
1]
13
S
$ 300.00
]
= 200.00
100.00
0.00

Bousselam Boutaleb
Variety

Chlorophyll b content (ug/g FW) of wheat

mControl mPa mB25 wmPa+B25 mFZB42
1800.00 na

b b
b »p b b b
a I I I I a I I I
Bousselam Boutaleb

Variety
mControl mPa wB25 wPa+B25 mFZB42

plantson lmn:leri.leani;l. ”
BEEIEE

Chlorophyll a+b content (ug/g FW) of wheat
2

g B¢

ns

b
b b
b b b
b
a a I I
Bousselam Boutaleb

Variety
mControl WmPa mB25 wPa+B25 wFZB42

plants on non-sterile soil
£ E 2 2 £ 8
g 8 8 8 8 =8

Carotenoids content (ug/g FW) of wheat
g
g

g

Figure 10. Effect of bacterial inoculation on (A) chlorophyll a (ug/g FW), (B) chlorophyll b (ug/g
FW), (C) chlorophyll a + b (ug/g FW), and (D) carotenoid (ug/g FW) contents of wheat plants grown
on non-sterile soil of Bousselam and Boutaleb varieties. The bar plots represent the mean + standard
error of three different experiments. IBM SPSS Statistics v.24 was used to perform statistical analysis,
using a two-way ANOVA and Tukey’s multiple comparison post-test. ns: non-significant.



Agronomy 2022, 12, 2221

19 of 32

Total Sugars, Proline, and MDA

Inoculation had no significant effect on leaf total sugar content in either wheat variety
(Figure 11A). Regarding leaf proline content, the results were mixed and variable depend-
ing on the wheat variety studied. A significant reduction in the concentration of this amino
acid was obtained only with the FZB42 strain in the Bousselam variety, whereas in Bou-
taleb variety, this reduction was observed following the effect of the different inoculation
treatments (Figure 11B). As for the leaf content in MDA, it was variable and depended on
the variety used; it remained unchanged in the Boutaleb variety but decreased strongly in
the Bousselam variety under the effects of the Pa and B25 strains, alone or in combination
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(Figure 11C).
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Figure 11. Effect of bacterial inoculation on (A) shoot total soluble sugars content (mg/g FW), (B)
shoot proline content (ug/g FW), and (C) shoot malondialdehyde (MDA) content (uM/g FW) of
wheat plants grown on non-sterile soil of Bousselam and Boutaleb varieties. The bar plots represent
the mean + standard error of three different experiments. IBM SPSS Statistics v.24 was used to per-
form statistical analysis, using a two-way ANOVA and Tukey’s multiple comparison post-test. Sig-
nificant differences are displayed as: * p < 0.05. ns: non-significant.
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3.3.3. Effect of Inoculation on the Rhizobacterial and Endophyte Community
Total Cultivable Bacterial Community

Evaluation of the total cultivable bacterial density of rhizospheric and endophyte
communities of wheat roots under the effect of Pa, B25, FZB42, or Pa + B25 strains com-
pared to that of non-inoculated plants revealed no significant differences in the two wheat
varieties (Figure 12). Enumerations of total bacteria were in the range of 105 to 10¢ CFU/g
of soil or root for rhizospheric bacteria and endophytes.
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Figure 12. Enumeration of total bacteria isolates (Log N(CFU/g)) from (A) rhizosphere and (B) roots
of wheat plants of Bousselam and Boutaleb varieties, grown in non-sterile soil inoculated with Pa,
B25, Pa + B25 and FZB42. The bar plots represent the mean + standard error of three different exper-
iments. IBM SPSS Statistics v.24 was used to perform statistical analysis, using a two-way ANOVA
and Tukey’s multiple comparison post-test. ns: non-significant.

3.3.4. Cultivable PGPR Community

A set of 40 endophytic isolates from the roots of the Bousselam variety revealed that,
among them, 15 isolates possessed all PGP activities—namely N: fixation, IAA, sidero-
phore, and ACC deaminase production. These isolates came from plants inoculated with
PGPRs, namely B25 (n = 5), Pa (n = 4), and Pa + B25 (n = 3), FZB42 (n = 3). Only three
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isolates were endophytes from non-inoculated plants (Figure 13 A). In the Boutaleb vari-
ety, a total of 30 isolates, including 6 isolates per treatment, were evaluated for their PGP
activities. Thirteen isolates had all the PGP abilities, including five strains isolated from
Pa + B25 inoculated roots, three from Pa and FZB42 inoculated roots, and only one strain
isolated from B25 inoculated roots and non-inoculated roots (Figure 13B).
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Figure 13. Clusters and heat map of endophytic bacteria from the durum wheat roots inoculated
with Pa, B25, FZB42, and Pa + B25 and the expression of their PGP activities (IAA: indole acetic acid
production, SID: siderophore production, N2: nitrogen fixation, P: phosphate solubilization, and
ACCd: 1-aminocyclopropane-1-carboxylic acid deaminase production). (A) Bousselam variety; (B)
Boutaleb variety.

In contrast to the endophytic isolates from the roots of the two wheat varieties,
Bousselam and Boutaleb, the number of rhizospheric isolates was greater (n =13) for each
treatment. Strains expressing the best PGP activities came from plants inoculated with Pa,
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B25, and FZB42, or co-inoculated with Pa + B25, including 17 strains from the Bousselam
variety and 35 from the Boutaleb variety (Figure 14A,B).
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Figure 14. Clusters and heat map of bacteria isolated from rhizosphere of durum wheat inoculated
with Pa, B25, FZB42, and Pa + B25 and the expression of their PGP activities (IAA: indole acetic acid
production, SID: siderophore production, N2: nitrogen fixation, P: phosphate solubilization, and
ACCd: 1-aminocyclopropane-1-carboxylic acid deaminase production). (A) Bousselam variety; (B)
Boutaleb variety.
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3.4. Effect of Storage on Bacterial Survival of Coated Inoculated Seeds

In both wheat varieties, the initial bacterial number of the two strains encapsulated
with carboxymethyl cellulose (CMC), either individually or in consortium, was in the
range of 10° to 108 CFU/g of seeds. The Pa strain appeared to be the more stable during
seed storage at room temperature in both cases. Indeed, in the Bousselam variety, the enu-
merations of the Pa strain at T =0 (0 days) were 1.56 x 107 CFU/g in the mono-inoculation,
and 2.24 x 107 CFU/g in the co-inoculation. After 21 months, they reached 6.05 x 105 and
3.80 x 10° CFU/g, respectively (Figure 15). On seeds of the Boutaleb variety, the initial
number was 2.92 x 1038 CFU/g in mono-inoculation, and 2.79 x 107 CFU/g in consortium.
After 21 months, this number reached 6.70 x 107 and 3 x 10> CFU/g, consecutively (Figure
15).

Concerning strain B25, its bacterial density on Bousselam seeds, at the beginning,
was about 2.3 x 106 CFU/g and 7 x 10¢. At 21 months, the B25 strain enumeration counts
reached 7.95 x 105 and 7 x 10° CFU/g in both varieties. However, in consortium, the B25
strain had an initial density of 1.04 x 10° on Bousselam variety seeds, and 9.90 x 10¢ CFU/g
on Boutaleb variety seeds. After 21 months, the number of cells decreased to 8.55 x 10* and
1.13 x 105 CFU/g for the two varieties, respectively (Figure 15).
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Figure 15. Survival of bacteria, Pa and B25 strains (Log N(CFU/g)), in wheat seeds coated with CMC
priming with Pa, B25, and Pa + B25 at different period (0, 45 days and 7, 13, and 21 months) of
storage. The bar plots represent the mean + standard error of three different experiments. IBM SPSS
Statistics v.24 was used to perform statistical analysis, using a two-way ANOVA and Tukey’s mul-
tiple comparison post-test. Significant differences are displayed as: ** p < 0.001.

4. Discussion

In this study, the effects of PGPR inoculation on improving durum wheat plant
growth was determined at different growth stages. Bacterial inoculants can be very prom-
ising by increasing beneficial traits and inducing dynamics in the soil microbial commu-
nity for the proper functioning of agro-ecosystems.
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The analysis of the germination of two varieties of durum wheat, Bousselam and
Boutaleb, followed after treatment of the seeds by coating with CMC and with the bacteria
Pa, B25, and their combination (Pa + B25). The effects of the inoculation did not reveal any
significant impact on the germination parameters, except for the vigor indexes of length
and dry weight of roots and leaves of the Boutaleb variety, which were significantly stim-
ulated compared to the control. Similar results showed that the germination percentage
was not influenced, but other parameters were affected following inoculation with strains
of Bacillus sphaericus and Rhizobium [45]. The germination percentage was not influenced
by the contribution of PGPR due to the fact that the seeds can germinate without any
problem since they are not subjected to any stress. Seed bio-priming before the germina-
tion phase is a method used to improve seed germination under optimal or stressful con-
ditions [46]. The positive impact of priming was found to be more pronounced under
stress than in control samples [47]. Thus, other studies on the treatment of durum wheat
seeds with bacterial strains of Bacillus atropheus and their combinations revealed a signifi-
cant improvement in germination parameters under salt stress [14]. Moreover, according
to Shweta et al. [48], strains of Pseudomonas fluorescens, used as groundnut inoculants, im-
proved germination by up to 15% and 30% under biotic stress. Improved emergence and
seedling vigor through PGPR inoculation is a prerequisite for better seedling establish-
ment. Seed vigor and viability are important factors influencing seedling establishment,
growth, and crop productivity [49]. The vigor index determines the health of the seedling
and subsequently the productivity of the plant. The higher the vigor index, the better the
yield of the plant.

In another aspect of the study and in order to test the direct effects of the bacterial
strains on the plant growth of durum wheat, the coated seeds were sown in sterile com-
post under aseptic conditions. Inoculation had a significant influence on the growth and
development of seedlings, unlike germination. Indeed, the growth parameters (root and
leaf length, leaf and root fresh weight, and leaf dry weight) of the Boutaleb variety inocu-
lated with Pa and B25 strains in mono- and co-cultures were improved. On the contrary,
in the Bousselam variety, inoculation with the Pa strain alone or in consortium had a sig-
nificant positive effect on all the morphological parameters, with the exception of root
fresh weight. The immediate response to soil inoculation with PGPR varies widely de-
pending on the bacterium, plant species, soil type, inoculum density, and environmental
conditions [50]. PGPR must possess specific characteristics for their use as an effective bio-
inoculant. They should be able to survive in the soil, compatible with the crop they are
inoculated on, and interact with native soil microflora and abiotic factors [51].

The increase in plant growth under sterile conditions is due to the PGP activities of
the two strains, Pa and B25. The use of strains with multiple PGP traits should help in-
crease crop productivity on a sustainable basis [52]. Based on their metabolic activity and
functional diversity, PGPR have a beneficial effect on plant growth. They help in the pro-
motion of plant growth through nitrogen fixation, phosphate solubilization, and the pro-
duction of essential plant hormones such as indole acetic acid (IAA), abscisic acid, cyto-
kinin, etc. [53]. The Pantoea agglomerans strain, Pa, produced both siderophores and IAA
and was found to be effective in phosphate solubilization, nitrogen fixation and in the
production of ACC deaminase, NHs, and HCN. The Bacillus thuringiensis strain, B25, was
also able to fix nitrogen and produce NHs, ACC deaminase, siderophores, and a small
amount of IAA in addition to anti-fungal activity against several phytopathogenic fungi.
IAA production has a cascading effect on plant development due to its ability to influence
root growth, which in turn affects nutrient uptake and, ultimately, plant productivity [54].
This phytohormone is involved in tissue enlargement, division, differentiation, and plant
cell responses to light and gravity [55].

However, the response of genotypes to inoculation is another parameter to consider.
The intrinsic production capacity of the strain is under the influence of environmental
factors [56]. A significant improvement in seedling growth by seed inoculation with the
Pa strain attributed this effect to the production of bacterial phytohormones. Inoculation
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increases the fresh and dry weight of shoots by more than 30% and 60%, respectively, after
Bousselam and Boutaleb seeds coated with this strain were sown in sterile compost. In a
similar study, Waha variety durum wheat seeds, treated with the Pa strain directly with-
out a coating substrate and grown in sand pots, increased the same parameters by 6.66%
and 23.25%, respectively [18]. This difference in growth would probably be due not only
to the richness of the substrate but also to the positive impact of priming.

Biochemical parameters such as chlorophyll and total sugars were also improved.
PGPR inoculation improves chlorophyll content in rice [52] and wheat [57]. While proline
and MDA stressors were reduced. Inoculation of sunflowers (Helianthus annus) with
PGPR showed inhibitory effects on proline (62%), lipid peroxidation (64%), and anti-oxi-
dant enzyme activity (67%) [58]. In addition, wheat (Triticum aestivum L.) seedlings inoc-
ulated with Bacillus subtilis 10-4 were characterized by a decrease in the level of stress-
induced proline and MDA accumulation [59]. Similarly, Pseudomonas putida MTCC5279
ameliorated water stress in chickpea (Cicer arietinum) plants by modulating membrane
integrity, osmolyte accumulation (proline, glycine betaine), and ROS scavenging capacity
[60]. The effects of Pantoea alhagi LTYR-11ZT resulted in increased accumulation of soluble
sugars, decreased proline and MDA accumulation, and decreased chlorophyll degrada-
tion in wheat leaves under water stress [61].

The enumeration results of the Pa and B25 strains present in the rhizosphere of sterile
compost after 75 days of culture showed the survival of more than 105 CFU/g of the two
bacteria (either in mono- or in co-culture) in the two wheat varieties. This demonstrated
the bacterial support of the plant throughout the period of plant growth. It is evident that
the Pa and B25 strains are able to survive in sterilized soil and compete with other micro-
organisms in the non-sterile root rhizosphere. The survival of the strains in the rhizo-
sphere for up to 75 days represents an additional advantage, which allows the plants to
take maximum advantage of the symbiotic relationship with the host and in the long term.
Failure of PGPR in soil is a major problem due to their non-survival and insufficient effects
on crop plants [62]. Crop response to applied bio-fertilizers can be very slow and some-
times unsuccessful as the inoculum will take time to concentrate and colonize the roots
[51]. Indeed, maintaining sufficient activity of an inoculant population over an extended
period after release often represents the main obstacle to the successful use of microbes as
PGP agents [50]. A bio-inoculant is absolutely not effective if it reaches a minimum thresh-
old [63]. It is conceivable that the colonization process is orchestrated by bacterial quorum
sensing (QS) [64]. Once a beneficial microbial strain has been able to colonize a host plant,
it might be able to display a wide range of activities, contributing to plant fitness [50]. The
Pa strain was present inside the roots of both wheat varieties and has the ability to colo-
nize the roots and be endophytic. The ubiquity of P. agglomerans as a plant-colonizing
bacterium suggests that its long-term association with host plants is well established [64].
Quecine et al. [65] demonstrated that P. agglomerans 33.1, which was previously isolated
from eucalyptus plants, was able to grow in sugarcane seedlings after systemic coloniza-
tion. Analysis of the root microflora of soybeans and wheat showed the dominance of
Pantoea spp., Paraburkholderia spp., and Pseudomonas spp. [66]. Strains of P. agglomerans,
isolated as dominant endophyte diazotrophs from the seeds of deep-sea rice, have previ-
ously been reported as nitrogen-fixing anaerobic bacteria. Histochemical analysis of the
hydroponically grown seedling showed that P. agglomerans colonized the root surface,
root hairs, root cap, lateral root emergence points, root cortex, and stellate region [67].
Several other works have confirmed that the genus Pantoea is represented among plant
endophytes, such as wheat [18,61,68], rice [69], sugarcane [70], and sweet potatoes [71].

Bacillus spp. are among the genera with the greatest potential for survival. Their abil-
ity to form spores thus increases the adaptation of strains to commercial formulation and
application in the field. Bacillus are preferred as the commercially available PGPR due to
the stability of inoculant and the ease of storage of the inoculant product [66]. They are
used as bio-fertilizers to increase the productivity and sustainability of economic crops
[72]. They protect the plant from several stress conditions through ISR, bio-film formation,
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secretion of lipopeptides, siderophores, and exopolysaccharides. They also act as an effec-
tive denitrifying agent in the agro-ecosystem and maintain soil health through environ-
mentally friendly remediation technologies [73].

Finally in a last aspect, the study was carried out on the plant growth of durum wheat
in a non-sterile soil, using the same bacterial treatments (Pa, B25, and Pa + B25) but also
testing the strain B. velezensis FZB42 [38] as a positive control. All the bacterial treatments
significantly increased the morphological and biochemical parameters of the two wheat
varieties compared to the un-inoculated control. Leaf and root length, fresh and dry
weight, as well as chlorophyll content were improved by inoculation. It has been noticed
that the Pa and B25 strains and the Pa + B25 consortium were effective bio-inoculants in
improving the morphological parameters of wheat plant growth. Consortium application
or single strain of PGPR for seed bacterization showed improvement in wheat plant
growth [74]. The synergistic effects of PGPR inoculation led to an increase in the micro-
nutrient content of wheat plants, which could be due to a positive effect enhancing the
translocation of micronutrients from soils to plants [75].

The response of wheat to inoculation with Pa and B25 strains was variable between
varieties; the difference in response may be a consequence of the specificity of the host
plant. Plant interactions with PGPR strongly depend on the plant genotype [76]. Rice re-
sponds to ecologically distinct bacteria by altering its content of flavonoids and hy-
droxycinnamic acid derivatives [77]. Other studies reveal the variation in microbial com-
munity structure mainly based on the genotypic nature of the plant species and also on
its geographical location [66]. It is now certain that plant genotype plays a crucial role in
the assembly and function of rhizospheric microbiomes and in the selection of bacteria
with PGP potential [78].

Improved plant growth in inoculated plants may be a result of the direct PGP activi-
ties of the strains used, as it may result from the stimulation of the beneficial rhizospheric
bacterial community by PGPR strain inoculation [32].

The difference in the density of culturable bacteria in inoculated and non-inoculated
soils was not significant. The density of the microbial community reflects a greater eco-
logical stability of the rhizosphere [79]. These results were comparable to those obtained
by Chaudhary et al. [80], who found that soil microbial community density was not sig-
nificantly affected by bacterial inoculation. This is due to the structure of the rhizobacterial
community, which is strongly influenced by the age of the plant. The inoculum of PGPR
strains present on the seeds can alter the balance of the bacterial community in the early
stages of plant growth [32]. The total bacterial population was high 30 days after planting
and decreased with plant age [81].

A positive correlation exists between bacterial community profiles and plant data.
An increase in plant yield after inoculation could affect the structure of the bacterial com-
munity through an increase in the rate of exudation at higher yields.

In this study, the inoculation increased the number of cultivable endophytic and rhi-
zospheric strains having PGP activities compared to the control in the two wheat varieties.
The maximum number of strains having the most PGP activity were isolated from the
rhizosphere inoculated with the Pa strain, followed by the rhizosphere inoculated with
the consortium Pa + B25 strains, in the two wheat varieties, then inoculated with the B25
and FZB42 strains. Similarly, in the endophytes, the roots of the inoculated plants harbor
a number of strains possessing PGP activities greater than the control. Our bio-inoculants
may therefore have altered the balance of the bacterial community towards the selection
of beneficial populations [32]. The inoculated rhizobacteria likely induced growth hor-
mones and other metabolites that encouraged the proliferation of other native bacteria.
Microbial consortia acting in synergistic way have the potential to establish novel micro-
bial communities in the rhizosphere and may result in new PGP effects [82]. According to
Farzana et al. [81], Kiebsiella inoculation can probably improve root growth and increase
the secretion of root exudates. Inoculation with Azospirillum lipoferum CRT1 affected the
size and taxonomic composition of functional communities involved in nitrogen fixation



Agronomy 2022, 12, 2221

27 of 32

(nifH) or ACC deamination (acdS) [31]. The structure of the soil bacterial community due
to the application of Bacillus thuringiensis KNU-07 was significantly changed after six
weeks post inoculation and increased the growth of pepper plants [83].

Thus, different plant species or genotypes can recruit specific microbiota through dif-
ferences in root morphology and root exudation patterns [21]. In addition, the composi-
tion of root exudates and the structure of the root-associated microbial community are
strongly affected by the growth stage of the plant. Early colonization of the rhizosphere
could induce large differences in the structure of the rhizosphere community, and there-
fore affect plant growth [84]. This process, called the priority effect [85], is due to the ad-
vantages that early colonizers often have because they can use space and resources earlier
than other micro-organisms and/or because they can produce physical barriers and/or an-
tibiotics that slow the colonization of the plant by subsequent micro-organisms [86]. Func-
tional microbiota can be inherited vertically through seeds [87], or horizontally through
the environment. Bacterial diversification results from their ability to perform lateral gene
transfer between disparate phylogenetic groups [88]. The growing number of microbial
culture libraries can proliferate rapidly and have high mutation rates [89,90]. Individual
microbes of the same species could potentially carry different genetic endowments and
therefore different functional characteristics [91].

Exploring formulations that provide high cell densities of microbial inoculants and
survival rates during storage is therefore a crucial step towards producing successful in-
oculants [92]. The viability of CMC-coated Pa and B25 strains on wheat seeds was tested
for a shelf life of 21 months at room temperature. The initial bacterial load of Pa and B25
strains was more than 10”7 and 10, respectively. After 45 days, the bacterial bio-mass re-
mains almost the same, especially in monoculture. A slight decrease to 10¢ in the mono-
culture and 105 in the co-culture was observed after 7 and 13 months of storage. The num-
ber of viable cells in the formulations ranged from 8.55x10* to 6.7x107 CFU/g seed for 21
months, with a decline of 1 to 2 1og10.

Similar results were observed during storage of the P. ananatis and P. fluorescens co-
culture and showed sustained viability —counts decreased slightly but remained around
106 after 55 and 70 days of storage [54]. The bacteria showed good survival capacity during
storage. Bacillus amyloliquefaciens and B. pumilus could also survive in sawdust, rice husks,
and talcum powder bio-formulations at a density of 7.0 x logl0 CFU/mL for up to 9
months [93].

Individually coated bacterial strains were more stable and survived better compared
to co-cultures. These results are in contrast with those from Anwar et al. [54], which
showed that the bio-formulation of the co-culture CPP-2 (P. ananatis +P. fluorescens) was
found to be slightly more stable and viable compared to the individual bacterial strains.
These results unambiguously document that the strains Pa and B25 can be efficiently en-
capsulated on seeds using CMC and can survive on seeds for over a year at room temper-
ature.

5. Conclusions

This study clearly showed that the bio-priming inoculation of durum wheat seeds
with the bacterial strains Pa and B25, either alone or in combination, had significant posi-
tive effects on the plant growth parameters of durum wheat. These bio-inoculants signif-
icantly improved seed vigor, bio-mass, and leaf and root elongation in both wheat varie-
ties. In addition, bio-formulation with CMC conferred the exceptional survival capacity
of these bacteria to the seeds and into the rhizosphere of sterile compost. On the other
hand, in the soil, these PGPR affected the microbiome by increasing the beneficial bacterial
community of wheat. This suggests the need to better understand the mechanisms of the
underlying plant growth promotion induced by these PGPR in the rhizosphere. Thus, the
three-way interactions between PGPR inoculums, the native rhizosphere microbiome,
and plant roots need to be studied in an integrative manner to understand the plant-
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growth-promoting process and facilitate the application of these PGPR as a reliable com-
ponent for managing sustainable agricultural systems.
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Résumé : Les rhizobactéries favorisant la croissance des plantes (PGPR) sont des bactéries exogénes introduites dans les écosystémes
agricoles agissant positivement sur le développement des plantes et constituent une alternative écologique a I'utilisation de produits chimiques
dans la production agricole. La présente étude met en évidence I'effet de deux souches PGPR Pantoea agglomerans Pa et Bacillus thuringiensis
B25 individuellement ou en consortium sur la croissance de deux variétés de blé dur Bousselam et Boutaleb, et sur la composition, la diversité
et la fonctionnalité de la communauté bactérienne de la rhizosphére cultivable. L’inoculation a été effectuée par I’enrobage des graines avec le
carboxyméthyl cellulose. La survie des souches, sur les graines, durant la conservation, dans la rhizosphere et dans les racines a été évaluée.
Les résultats ont montré que la germination n'était pas affectée par I'inoculation, alors que, les paramétres morpho-biochimiques sont améliorés
par I’inoculation, dans le compost stérile, ou des augmentations de plus de 24,78% dans la longueur des racines, 60% dans le poids frais des
racines et 45% dans le poids sec des feuilles et des racines de Boutaleb ont été observé es. Les teneurs en pigments chlorophylliens a, totale et
caroténoides ont été augmenté significativement, essentiellement chez Bousselam. Alors que celles de la proline et de la MDA ont été réduites
fortement sous I’effet de ’inoculation chez la méme variété. Dans le sol non stérile, I’inoculation avec les souches Pa et B25 a amélioré les
longueurs foliaire et racinaire de plus de 22%, et le poids frais des feuilles et des racines de 30% chez Bousselam. L’inoculation a augmenté
aussi la teneur des pigments chlorophylliens et des sucres totaux chez les deux variétés, et a diminué le taux de proline et de la MDA dans les
feuilles de Bousselam. L’effet de I’inoculation et de la co-inoculation sur la densité bactérienne de la communauté cultivable était négligeable,
alors que la diversité de la population rhizobactérienne et endophyte ayant des activités PGP (production AIA, ACC désaminase et
siderophores, fixation d’azote et solubilisation des phosphates) a été significativement améliorée.

Mots clés : PGPR; inoculation; blé dur; germination; croissance des plantes; enrobage des graines.

Abstract : Plant-growth-promoting rhizobacteria (PGPR) are exogenous bacteria introduced into agricultural ecosystems that
positively affect plant development and are an ecological alternative to the use of chemicals in agricultural production. This study
highlights the effect of two PGPR strains Pantoea agglomerans Pa and Bacillus thuringiensis B25 individually or in consortium
on the growth of two durum wheat varieties Bousselam and Boutaleb, and on the composition, the diversity and functionality of
the bacterial community of the cultivable rhizosphere. Inoculation was carried out by coating the seeds with cellulose
carboxymethyl. The survival of strains on seeds during storage in the rhizosphere and in roots was assessed. The results showed
that germination was not affected by inoculation, while morpho-biochemical parameters are improved by inoculation, in a sterile
compost, where increases of more than 24.78% in root length, 60% in the fresh weight of the roots and 45% in the dry weight of
the leaves and roots of Boutaleb were observed. Chlorophyll a, total and carotenoides pigment levels were significantly
increased, mainly in Bousselam. While those of proline and MDA were greatly reduced by inoculation in the same variety. In
non-sterile soil, inoculation with Pa and B25 strains improved leaf and root lengths by more than 22%, and fresh leaf and root
weight by 30% in Bousselam. Inoculation also increased chlorophyll pigments and total sugars in both varieties, and decreased
proline and MDA levels in Bousselam leaves. The effect of inoculation and co-inoculation on the bacterial density of the
cultivable community was negligible, while the diversity of the rhizobacterial and endophyte population with PGP activities
(AIA production, ACC deaminase and siderophores, nitrogen fixation and phosphate solubilization) has been significantly
improved.

Keywords : PGPR; inoculation; durum wheat; germination; plant growth; seed coating.




