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Résumé 

L‘encapsulation microbienne dans des matrices d‘alginate représente une solution innovante 

pour améliorer l‘efficacité des bioinoculants dans l‘agriculture durable. Dans cette étude, la 

technique de gélification ionique a été utilisée pour encapsuler deux bactéries promotrices de 

la croissance végétale, Bacillus thuringiensis (B25) et Pantoea agglomerans (Pa), dans des 

capsules d‘alginate à 1% enrichies avec 5mM de proline comme osmoprotecteur. Les résultats 

ont montré une encapsulation efficace, avec plus de 99% de bactéries piégées. Après 24 mois 

de stockage à 4°C, B25 a maintenu une viabilité élevée, tandis que la concentration initiale de 

Pa de 8,72 × 10
9
 ( 0,04 × 10

9
) UFC/ml a été réduite de 99,9 % [5,3×10

4
 ( 0,02×10

4
  

UFC/g)]. La survie des bactéries encapsulées individuellement était significativement 

supérieure à celle des bactéries co-inoculées. Par ailleurs, les bactéries encapsulées ont 

démontré une capacité notable à coloniser les racines d‘Arabidopsis thaliana ainsi que la 

rhizosphère, le rhizoplan et l‘endosphère du blé dur (Triticum durum), améliorant 

significativement la croissance végétale, avec des augmentations notables des teneurs en 

protéines, sucres et chlorophylles chez le blé. Afin de renforcer la viabilité et l‘efficacité des 

formulations microbiennes, ces dernières ont été optimisées en enrichissant les capsules 

d‘alginate avec des additifs d‘origine naturelle tels que l‘argile et le talc. Les analyses 

physico-chimiques (DRX, FTIR) ont révélé des interactions moléculaires et structurelles 

favorables à la stabilité des matrices. Une encapsulation quasi-parfaite (> 99,9%) a été atteinte 

pour toutes les formulations, avec des taux de survie exceptionnels après 12 mois de stockage 

pour B25 dans les matrices d‘alginate enrichies en argile et en talc. Ces matrices ont 

également montré une modulation efficace de la diffusion bactérienne et une protection 

accrue contre les rayons UV. L‘application de ces formulations sur le blé dur a entraîné une 

amélioration significative des paramètres de croissance, une réduction du stress oxydatif 

(MDA) et une densité bactérienne plus élevée dans la rhizosphère pour les bactéries 

encapsulées par rapport aux bactéries libres, avec une colonisation réussie des tissues internes 

par Pa. En conclusion, cette étude démontre que l‘encapsulation de  B. thuringiensis et P. 

agglomerans dans des matrices d‘alginate enrichies en additifs naturels garantit une viabilité 

bactérienne prolongée, une maintenance des activités PGP, une  libération contrôlée dans la 

rhizosphère, et une protection efficace contre les effets néfastes des radiations UV. Ces 

formulations innovantes offrent un potentiel considérable pour le développement de 

bioinoculants durables et performants, répondant aux défis de l‘agriculture moderne tout en 

réduisant l‘usage des intrants chimiques.  

Mots clés : bioencapsulation ; alginate; PGPR; Arabidopsis thaliana; blé dur. 
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Abstract 

Microbial encapsulation in alginate matrices represents an innovative solution for improving 

the efficacy of bioinoculants in sustainable agriculture. In this study, the ionic gelation 

technique was used to encapsulate two plant growth-promoting bacteria, Bacillus 

thuringiensis (B25) and Pantoea agglomerans (Pa), in 1% alginate capsules enriched with 

5mM proline as an osmoprotectant. Results showed effective encapsulation, with over 99% of 

bacteria trapped. After 24 months' storage at 4°C, B25 maintained high viability, while the 

initial Pa concentration of 8,72 × 10
9
 ( 0,04 × 10

9
) CFU/ml was reduced by 99,9% [5,3×10

4
 

( 0,02×10
4
  CFU/g)]. Survival of individually encapsulated bacteria was significantly higher 

than that of co-inoculated bacteria. Furthermore, the encapsulated bacteria demonstrated a 

notable ability to colonize Arabidopsis thaliana roots as well as the rhizosphere, rhizoplan 

and endosphere of durum wheat (Triticum durum), significantly improving plant growth, with 

significant increases in protein, sugar and chlorophyll contents in wheat.  To enhance the 

viability and efficacy of the microbial formulations, these were optimized by enriching the 

alginate capsules with natural additives such as clay and talc. Physico-chemical analyses 

(XRD, FTIR) revealed molecular and structural interactions favorable to matrix stability. 

Near-perfect encapsulation (>  99.9%) was achieved for all formulations, with exceptional 

survival rates after 12 months' storage for B25 in alginate matrices enriched with clay and 

talc. These matrices also demonstrated effective modulation of bacterial diffusion and 

enhanced protection against UV radiation. Application of the formulations to durum wheat 

resulted in a significant improvement in growth parameters, reduced oxidative stress (MDA) 

and higher bacterial density in the rhizosphere for encapsulated versus free bacteria, with 

successful colonization of internal tissues by Pa. In conclusion, this study demonstrates that 

encapsulation of B. thuringiensis and P. agglomerans in alginate matrices enriched with 

natural additives guarantees prolonged bacterial viability, maintenance of PGP activities, 

controlled release into the rhizosphere, and effective protection against the damaging effects 

of UV radiation.  These innovative formulations offer considerable potential for the 

development of sustainable, high-performance bioinoculants, meeting the challenges of 

modern agriculture while reducing the use of chemical inputs. 

Keywords : bioencapsulation; alginate; PGPR; Arabidopsis thaliana; durum wheat. 
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 ملخص

ًٚثم انزغهٛف انًٛكشٔثٙ فٙ يصفٕفبد الأنجُٛبد دلاً يجزكشًا نزذسٍٛ فؼبنٛخ انًذفضاد انذٕٛٚخ فٙ انضساػخ انًسزذايخ ، فٙ 

 Bacillus ْزِ انذساسخ، اسزخُذيذ رمُٛخ انزغهٛف انٓلايٙ الإَٔٚٙ نزغهٛف َٕػٍٛ يٍ انجكزٛشٚب انًؼضصح نًُٕ انُجبربد، ًْٔب

thuringiensis (B25) ٔ Pantoea agglomerans (Pa) يه5ٙيذػًخ ة % 1 ، داخم كجسٕلاد أنجُٛبد ثُسجخ  

 ثؼذ. يٍ انجكزٛشٚب% 99أظٓشد انُزبئج رغهٛفبً فؼبلاً، دٛث رى ادزجبص أكثش يٍ . يٕل يٍ انجشٔنٍٛ كؼبيم دًبٚخ اسًٕص٘

 ػهٗ لبثهٛخ ػبنٛخ نهجمبء، ثًُٛب اَخفضذ B25  دسجبد يئٕٚخ، دبفظذ ثكزٛشٚب4 شٓشًا فٙ دسجخ دشاسح 24انزخضٍٚ نًذح 

10×8.72 انجبنغخ Paنانزشكٛضاد الأنٛخ 
9

 (10
9
×0.04) يم ة/ ٔدذح رشكٛم انًسزؼًشاد99.9[ 5.3×10

4
(  

0.02× (10
4

 كًب أظٓشد انجكزٛشٚب انًغهفّخ ثشكم فشد٘ ثمبءً أػهٗ ثكثٛش يمبسَخ ثزهك انزٙ [.(ؽ/ ٔدذح رشكٛم انًسزؼًشاد 

 Arabidopsisٔثبلإضبفخ إنٗ رنك، أظٓشد انجكزٛشٚب انًغهفخ لذسح ػهٗ كجٛشح ػهٗ اسزؼًبس جزٔس َجبد  .رى رغهٛفٓب يؼب

thaliana ٔكزنك يُطمخ انجزٔس ٔانغلاف انجزس٘ ٔالأَسجخ انذاخهٛخ نجزٔس انمًخ انصهت ،(Triticum durum)يًب ، 

 نزؼضٚض صلادٛخ .أدٖ إنٗ رذسٍٛ ًَٕ انُجبد ثشكم كجٛش، يغ صٚبدح فٙ انجشٔرٍٛ ٔانسكش ٔيذزٕٖ انكهٕسٔفٛم نذٖ انمًخ

ٔفؼبنٛخ انزشكٛجبد انًٛكشٔثٛخ، رى رذسُٛٓب ػٍ طشٚك إثشاء كجسٕلاد الأنجُٛبد ثًٕاد يضبفخ يٍ أصم طجٛؼٙ يثم انطٍٛ 

 . ػٍ رفبػلاد جضٚئٛخ ْٔٛكهٛخ يٕارٛخ لاسزمشاس انًصفٕفخXRD) ،(FTIRكشفذ انزذبنٛم انفٛضٚبئٛخ ٔ انكًٛٛبئٛخ . ٔانزهك

 شٓشًا يٍ انزخضٍٚ نجكزٛشٚب 12  نجًٛغ انزشكٛجبد، يغ يؼذلاد ثمبء اسزثُبئٛخ ثؼذ  (%99.9 <)رى رذمٛك رغهٛف شجّ يثبنٙ 

B25كًب أظٓشد ْزِ انًصفٕفبد أٚضًب رؼذٚلًا فؼبلًا نلاَزشبس انجكزٛش٘ .   فٙ يصفٕفبد الأنجُٛبد انًؼضصح ثبنطٍٛ ٔانزهك

أدٖ رطجٛك ْزِ انزشكٛجبد ػهٗ َجبد انمًخ انصهت إنٗ رذسٍ كجٛش فٙ يؼبٚٛش . ٔدًبٚخ يؼضصح ضذ الأشؼخ فٕق انجُفسجٛخ

 ، ٔاسرفبع انكثبفخ انجكزٛشٚخ فٙ انًذٛظ انجزس٘ نهجكزٛشٚب انًغهفخ يمبسَخ (MDA)انًُٕ ، ٔاَخفبض الإجٓبد انزأكسذ٘ 

 فٙ انخزبو، رٕضخ ْزِ Pa.ثبنجكزٛشٚب انذشح، يغ َجبح اسزؼًبس انجكزٛشٚب فٙ الأَسجخ انذاخهٛخ نهجزٔس ثٕاسطخ ثكزٛشٚب 

 فٙ يصفٕفبد الأنجُٛبد انًذػًخ ثإضبفبد طجٛؼٛخ B. thuringiensis ٔ P. agglomeransانذساسخ أٌ رغهٛف ثكزٛشٚب 

، ٔ  إَزشبسا يذكًب فٙ (PGP)ٚضًٍ ثمبء انجكزٛشٚب نفزشح طٕٚهخ، يغ انذفبظ ػهٗ الأَشطخ  انجكزٛشٚخ انًذفضح نًُٕ انُجبد 

رٕفش ْزِ انزشكٛجبد انًجزكشح إيكبَٛبد كجٛشح . يُطمخ انجزٔس، ٔانذًبٚخ انفؼبنخ يٍ اٜثبس انضبسح نلأشؼخ فٕق انجُفسجٛخ

نزطٕٚش يٕاد دٕٛٚخ يسزذايخ ٔػبنٛخ الأداء رسبْى فٙ يٕاجٓخ رذذٚبد انضساػخ انذذٚثخ يغ انذذ يٍ اسزخذاو انًذخلاد 

 .انكًٛٛبئٛخ

 .؛ انمًخ انصهتArabidopsis thaliana؛ PGPRانزغهٛف انذٕٛ٘؛ الأنجُٛبد ؛ : الكلمات المفتاحية
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Liste des abréviations 

AIA : Acide indole-acétique  

APX : Ascorbate peroxydase  

ATR: Attenuated Total Reflection 

Bt : Bacillus thuringiensis  

CAT: Catalase  

CMC: Carboxyméthylcellulose 

DAPG: Diacétylphloroglucinol  

DO : Densité optique 

DRX : diffraction des rayons X 

EE : Efficacité d'encapsulation  

EPS: Exopolysaccharides 

ERD15 : Early responsive to dehydration 15 

FS : Facteur de sphéricité  

FTIR : Fourier-transform infrared spectroscopy 

GDE : Granulés dispersibles dans l'eau. 

GGPP : Géranylgérany pyrophosphate  

GM : Granulés mouillables 

HCN: Hydrogen cyanide 

HSP: Heat shock protein 

ISR: Induced Systemic Resistance 

LB: Luria Bertani 

MDA : Malondialdéhyde  

MS : Murashige and skoog 

nifH : Nitrogenase iron protein H 

ODD : Objectifs de développement durable  

PBS : Phosphate-buffered saline 

PEG: Polyéthylène glycol 

PGPR: Plant Growth Promoting Rhizobacteria 

PM: Poudres mouillables 

POD: Peroxydase  

PSB: Phosphate Solubilizing Bacteria 

PVK: Pikovskaya  

https://www.uniprot.org/uniprotkb/P00458/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/P00458/entry
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PVP: Polyvinylpyrrolidone 

ROS: Reactive oxygen species 

SAR: Systemic Acquired Resistance 

SOD: Superoxyde dismutase  

TCA: Trichloroacetic acid 

TTC: Triphenyl-tetrazolium chloride 

UFC: Unité formant colonie 

ZSB: Zinc Solubilizing Bacteria 
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Le monde est actuellement confronté à des défis croissants en raison de la 

surpopulation, l‘industrialisation massive et les changements climatiques (Ali et al., 2023). 

D‘ici 2050 la population du monde devrait atteindre 9,7 milliards d‘habitants, exerçant une 

pression sans précédent sur les ressources naturelles et la sécurité alimentaire (Ehrlich et 

Harte, 2015). Pour répondre à la demande alimentaire croissante, l‘agriculture est forcée de 

s‘étendre vers des zones moins fertiles et d‘intensifier l‘utilisation de fertilisants et de 

pesticides chimiques, avec près de 190 millions de tonnes d‘engrais synthétiques et 2,7 

millions de tonnes de pesticides utilisés annuellement (FAO, 2021 ; Ali et al., 2023). Si ces 

intrants chimiques améliorent temporairement les rendements agricoles, leur usage intensif a 

des conséquences écologiques et sanitaires graves (Rani et al., 2021). Les fertilisants à base 

de nitrates et de phosphates, essentiels pour stimuler la productivité agricole, polluent les eaux 

souterraines et déséquilibrent les écosystèmes, mettant en danger la biodiversité aquatique et 

terrestre (Vitousek et al., 1997). Parallèlement, l‘utilisation excessive et non contrôlée de 

pesticides chimiques menace la sécurité alimentaire à long terme en affectant les espèces non 

ciblées, en affaiblissant les cultures face aux pathogènes et en présentant des risques 

importants pour la santé publique. Ces pratiques perturbent également la fertilité des sols et 

l‘équilibre biologique global, tout en favorisant l‘accumulation de résidus toxiques dans les 

aliments, compromettant ainsi la santé des consommateurs et des agriculteurs (Damalas et 

Eleftherohorinos, 2011). 

Face aux défis environnementaux et aux impacts négatifs des pratiques agricoles 

conventionnelles, la communauté scientifique s‘oriente vers des solutions innovantes pour 

protéger l‘environnement et réduire l‘utilisation des produits chimiques synthétiques. 

L‘agriculture durable, basée sur la bio-ingénierie microbienne, émerge comme une alternative 

prometteuse et respectueuse de l‘environnement (Kaur et Kaur, 2018). Dans ce contexte, les 

rhizobactéries promotrices de la croissance des plantes (PGPR, Plant Growth Promoting 

Rhizobacteria) représentent une solution efficace pour améliorer la productivité agricole tout 

en préservant la qualité des sols et la biodiversité (Hossain et al., 2023). Utilisées comme 

bioinoculants, elles agissent par divers mécanismes, notamment la solubilisation et le 

recyclage des nutriments, la production de phytohormones, le renforcement de la tolérance 

des plantes aux stress abiotiques, la suppression des pathogènes par l‘induction de la 

résistance systémique et la sécrétion de molécules antimicrobiennes (Etesami et al., 2023a ; 

Orozco-Mosqueda et al., 2023 ; Singh et al., 2023).  

Malgré le potentiel remarquable des PGPR pour améliorer la croissance et le rendement des 

plantes, leur application pratique et leur commercialisation rencontrent plusieurs défis majeurs 
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(Rai et al., 2023). Les inoculants microbiens conventionnels souffrent de limitations telles que 

la faible survie des bactéries face aux conditions environnementales défavorables (stress 

abiotiques comme la sécheresse et la compétition microbienne). Ces contraintes réduisent leur 

capacité à coloniser efficacement les plantes cibles et à maintenir leurs activités dans le sol 

(Vejan et al., 2016 ; Rai et al., 2023).  

L‘encapsulation des PGPR dans des matrices protectrices, comme l‘alginate, émerge 

comme une solution prometteuse pour surmonter ces limitations. L‘alginate, un polymère 

naturel dérivé d‘algues marines, est reconnu pour sa biocompatibilité, sa biodégradabilité et sa 

capacité à former des gels en présence d‘ions divalents tels que le calcium (Saberi Riseh et 

al., 2021). Cette méthode protège les bactéries contre les stress biotiques et abiotiques tout en 

assurant une libération progressive et contrôlée dans la rhizosphère (Balla et al., 2022). 

L‘ajout d‘additifs tels que l‘argile, le talc ou l‘amidon peut encore améliorer les propriétés des 

billes d‘alginate. L‘argile, riche en minéraux, renforce la structure des billes, améliore leur 

stabilité thermique et leur rétention d‘eau, offrant une protection accrue contre les stress 

environnementaux (Massaro et al., 2018). Le talc, quant à lui, favorise une libération 

progressive des micro-organismes grâce à sa faible réactivité chimique et sa texture douce 

(Jadhav et al., 2013). 

Pantoea agglomerans et Bacillus thuringiensis figurent parmi les bactéries 

promotrices de la croissance des plantes les plus prometteuses en agriculture. P. agglomerans 

connue pour ses nombreuses propriétés bénéfiques, colonise efficacement diverses céréales, 

notamment le blé, le riz, et le maïs (Gond et al., 2015 ;  Lv et al., 2022 ; Ansari et al., 2024). 

Cette bactérie établit des interactions bénéfiques durables dans la rhizosphère et l‘endosphère 

des plantes (Quecine et al., 2012), favorisant leur croissance grâce à la production de 

phytohormones (Lorenzi et al., 2022), la solubilisation des phosphate et la production 

d‘ammoniac (Cherif-Silini et al., 2019). Elle stimule également le système immunitaire des 

plantes et sécrète diverses enzymes et protéines contribuant à sa capacité de lutte contre des 

phytopathogènes fongiques (Herrera et al.,  2016 ; Lorenzi et al., 2022).  

B. thuriengiensis, principalement reconnu comme biopesticide efficace contre de nombreux 

ravageurs, est capable de survivre dans des conditions environnementales difficiles grâce à la 

formation d‘endospores résistantes (Bravo et al., 2011). Cette bactérie possède également des 

propriétés de biofertilisation et de biostimulation remarquables ; elle améliore la croissance 

des plantes en produisant des phytohormones, de l‘ACC désaminase, des sidérophores et des 

composés organiques volatiles (Azizoglu, 2019). En tant que colonisateur efficace de la 

rhizosphère et des racines, elle mobilise les nutriments et protège les plantes contre divers 
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pathogènes grâce à un arsenal enzymatique antimicrobien (Azizoglu, 2019 ; Gomis‐Cebolla et 

Berry, 2023). 

Deux espèces végétales ont été choisies pour évaluer l‘efficacité des bactéries 

encapsulées : Arabidopsis thaliana et Triticum durum (blé dur). D‘une part, Arabidopsis 

thaliana en tant que plante modèle universelle offre une plateforme expérimentale rapide et 

contrôlée pour étudier les interactions plante-micro-organismes (Song et al., 2021). Et d‘autre 

part, le blé dur, culture stratégique en Algérie et dans le bassin méditerranéen, a été 

sélectionnée pour tester l‘impact des bioinoculants dans un contexte agricole réel (Grosse-

Heilmann et al., 2024).  

En tant que céréale essentielle dans ces régions, le blé dur constitue une culture clé pour la 

sécurité alimentaire et un pilier économique grâce à sa culture étendue dans des 

environnements souvent soumis à des contraintes abiotiques, telles que la sécheresse et les 

sols pauvres (Erenstein et al., 2022). Ainsi, les souches bactériennes utilisées dans cette étude, 

isolées de la rhizosphère du blé dur, renforcent leur pertinence pour cette plante. 

Cette thèse vise à développer des approches innovantes pour améliorer l‘efficacité des 

bioinoculants microbiens dans des systèmes agricoles. Le premier volet de cette recherche 

s‘est concentré sur la conception de capsules d‘alginate contenant  B. thuringiensis B25 et P. 

agglomerans Pa, afin de garantir leur viabilité à long terme, de préserver leurs activités 

promotrices de la croissance végétales et de permettre une libération contrôlée. L‘efficacité 

d‘encapsulation, le taux de survie, la cinétique de libération, ainsi que la capacité de ces 

bactéries encapsulées à coloniser les racines d‘Arabidopsis thaliana en conditions 

hydroponiques ont été examinées. Par ailleurs, l‘impact de ces formulations sur la croissance 

du blé dur a également été étudié. 

Dans le second volet, l‘accent a été mis sur le développement de biofertilisants en 

encapsulant les mêmes souches bactériennes dans des matrices d‘alginate enrichies en divers 

additifs, afin d‘améliorer la structure physico- chimique des matrices, renforcer la survie 

bactérienne, préserver les activités PGP et offrir une protection efficace contre les 

rayonnements UV. L‘effet des bioformulations sur la croissance du blé dur ainsi que leur 

capacité de colonisation rhizosphèrique et endophytique ont été abordés.
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1.1. Origine de l’agriculture intensive et sa dépendance aux produits chimiques 

L‘agriculture intensive a véritablement pris son essor après la seconde guerre 

mondiale, dans le cadre de la « Révolution verte » des années 1950-1970 (Orczewska et al., 

2024). Cette période a marqué une transformation radicale des pratiques agricoles, visant à 

répondre aux besoins alimentaires croissants dûs à l‘explosion démographique mondiale 

(Khatri et al., 2024). Pour atteindre cet objectif, des innovations techniques et scientifiques 

ont été introduites, notamment l‘utilisation d‘engrais chimiques, de pesticides synthétiques 

(comme le DDT : Dichlorodiphényltrichloroéthane, et le glyphosate), et de variétés de culture 

à haut rendement (Kruse-Plaß et al., 2021 ; Xiong et al., 2022). En parallèle, les pratiques de 

monoculture et l‘expansion des terres agricoles ont renforcé la productivité, mais souvent au 

détriment des écosystèmes naturels (Belete et Yadete, 2023).  

Bien que ces intrants synthétiques aient permis une augmentation spectaculaire des 

rendements agricoles, leur utilisation intensive a entraîné des impacts environnementaux et 

sociaux profonds (Nulkar, 2024). Les pratiques de monoculture épuisent les nutriments du sol, 

nécessitent l‘application continue de fertilisants pour maintenir la production et les 

rendements (Belete et Yadete, 2023). L‘utilisation excessive d‘engrais chimiques peut 

entraîner une salinisation et une acidification des sols, réduisant ainsi leur fertilité naturelle à 

long terme, les excès d‘engrais azotés et phosphatés lessivés dans les cours d‘eau peuvent 

provoquer le phénomène d‘eutrophisation, entraînant une prolifération d‘algues toxiques, la 

désoxygénation des plans d‘eau et la mort des poissons (Liu et al., 2021). Ce phénomène 

affecte également les réserves d‘eau potable, entraînant des risques  sur la santé humaine (Liu 

et al., 2021). Les pesticides ne ciblent pas uniquement les parasites, mais aussi les insectes 

bénéfiques, les pollinisateurs et d‘autres organismes utiles. Cela conduit à une diminution de 

la biodiversité des sols et des écosystèmes environnants (Beaumelle et al., 2023). 

L‘exposition prolongée aux pesticides a été associée à divers problèmes de santé, tels que les 

cancers, les troubles neurologiques et les perturbations endocriniennes (El-Nahhal et El-

Nahhal, 2021). Les résidus de pesticides dans les aliments constituent également une menace 

pour la sécurité alimentaire (Wahab et al., 2022).  

L‘agriculture intensive favorise la concentration des terres et la dépendance des 

agriculteurs envers les grandes entreprises agrochimiques pour l‘achat de semences et 

d‘intrants. Cela peut exacerber les inégalités économiques et réduire la résilience des petites 

exploitations agricoles (Selwyn, 2021).  
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2. Développement de l’agriculture durable  

Le terme « agriculture durable » a été popularisé dans les années 1980, en réponse aux 

critiques croissantes de l‘agriculture intensive. L‘idée était de développer un système agricole 

capable de produire de la nourriture tout en préservant les ressources naturelles (Gołaś et al., 

2020). Le terme a été formalisé lors de la conférence des Nations Unies sur l‘environnement 

et le développement (Sommet de la Terre) en 1992 à Rio De Janeiro (Mahanayak, 2024). Plus 

récemment, les objectifs de développement durable (ODD) adoptés par l‘ONU en 2015 ont 

réaffirmé l‘engagement mondial pour une agriculture durable (objectif 2 : « faim zéro » et 

objectif 12 : « consommation et production responsables ») (Stroparo et Floriani, 2024). 

L‘agriculture durable repose sur trois piliers fondamentaux (Fig.1): la durabilité 

environnementale (préservation des sols, de l‘eau et de la biodiversité), la viabilité 

économique (rentabilité pour les agriculteurs), et la justice sociale (conditions de travail 

équitables et sécurité alimentaire) (Hariram et al., 2023). Plusieurs pratiques sont associées à 

l‘agriculture durable y compris la rotation des cultures et l‘intégration des techniques 

agroécologiques, un accent particulier est mis sur le recours aux bioinoculants dans le cadre 

agroécologique (Trigo et al., 2021). 

 

Fig.1. Les principes fondamentaux de l‘agriculture durable. 

L‘introduction des bioinoculants comme solution durable en agriculture a émergé 

progressivement, sous l‘impulsion des préoccupations environnementales et économiques 

liées aux pratiques agricoles intensives (Karnwal et al., 2023). Ce développement s‘inscrit 
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dans une longue évolution scientifique visant à comprendre et exploiter les interactions entre 

les micro-organismes et les plantes (Karnwal et al., 2023).  Les premières observations sur les 

interactions bénéfiques entre les micro-organismes et les plantes remontent à la fin du 19
ème

 

siècle. Les travaux de Martinus Beijerinck et Sergei Winogradsky, pionniers de la 

microbiologie, ont permis de découvrir le rôle des bactéries fixatrices d‘azote, telles que 

Rhizobium qui colonisent les nodosités des légumineuses (Mahapatra et al., 2023). Ces 

découvertes ont jeté les bases de la bioinoculation en mettant en évidence la capacité des 

micro-organismes à améliorer la nutrition des plantes (Mahapatra et al., 2023). Les 

bioinoculants ont été développés comme une alternative partielle aux engrais chimiques, en 

particulier pour les légumineuses (Bomfim et al., 2021). Cependant, leur utilisation restait 

limitée en raison des connaissances insuffisantes sur leur efficacité et leur mode d‘application 

(Bomfim et al., 2021). 

Face aux impacts négatifs de l‘agriculture intensive dans les années 1980 et 1990, les 

scientifiques ont commencé à réévaluer les solutions biologiques (Ewert et al., 2023). Cette 

période a vu l‘essor de concepts comme l‘agroécologie, qui met en avant des pratiques 

agricoles respectueuses de l‘environnement et des ressources naturelles comme l‘utilisation 

des bioinoculants qui ont gagné plus de popularité grâce à leurs multiples bénéfices liés à la 

réduction de la dépendance aux intrants chimiques, à l‘amélioration de la résilience des 

cultures et de la qualité des sols (Ewert et al., 2023). À partir des années 2000, l‘utilisation 

des bioinoculants s‘est étendue et diversifiée, soutenue par l‘augmentation significative de la 

sensibilisation des populations envers les pratiques agricoles durables et par les progrès dans 

des domaines tels que la biotechnologie et la microbiologie (Gebska et al., 2020 ; Yadav et 

al., 2020). Parallèlement, la mise au point des techniques de bioformulation a accru la 

viabilité et l‘efficacité des bioinoculants, facilitant, ainsi, leur application sur le terrain et leur 

adoption par les agriculteurs (Khan et al., 2023). 

3. L’importance des bioinoculants dans l’agriculture durable  

À l'heure actuelle, l'agriculture biologique occupe une place prépondérante dans le 

domaine, et garantit une durabilité pérenne. Les avancées dans le domaine de la durabilité 

nécessitent l'exploitation de micro-organismes utiles et l'emploi des communautés 

microbiennes (Suman  et al., 2022). 

Les bioinoculants sont des ajouts de micro-organismes bénéfiques au sol fréquemment 

employés afin de booster le potentiel du sol, d'améliorer sa santé et de satisfaire les besoins en 

nutriments de la plante hôte. Leur composition comprend des cellules dormantes ou vivantes 
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de micro-organismes (bactéries, champignons et algues), qui sont capables de fixer l'azote, de 

produire le cyanure d'hydrogène et les sidérophores, et ayant d'autres activités favorisant la 

croissance végétale (Karnwal et al., 2023). 

Les bioinoculants sont regroupés en tant que biofertilisants, biostimulants ou bioagents 

(agents de biocontrôle) en fonction de l'objectif visé, à savoir l'amélioration de la disponibilité 

et l'absorption des nutriments, la stimulation des processus naturels impliqués dans la 

croissance, la nutrition et la tolérance aux stress abiotiques, ou la protection des plantes contre 

les ravageurs (Tallapragada et Seshagiri, 2017 ; Rouphael et Colla, 2020). Les bioinoculants 

sont appliqués directement au sol ou indirectement par traitement des semences, trempage des 

racines des semis ou par pulvérisation sur la surface de la plante. 

L‘origine et le développement des bioinoculants remontent à la découverte initiale des 

interactions bénéfiques entre les microbes du sol et les plantes. Les premières utilisations de 

bioinoculants remontent à la fin du 19
ème

 siècle, notamment avec l‘introduction des Rhizobium 

pour améliorer la fixation d‘azote chez les légumineuses (Martínez-Romero, 2009). Ces 

bactéries diazotrophes colonisent la rhizosphère en formant des nodules dans les racines de 

leurs plantes hôtes, issues de diverses espèces de la famille des Fabaceae. Lors de la symbiose 

légumineuses-Rhizobium, une fixation biologique de l'azote survient, ce qui peut souvent 

répondre intégralement aux besoins de la plante en azote (Etesami, 2022). Depuis lors, les 

bioinoculants ont évolué pour inclure une grande diversité de micro-organismes, tels que les 

bactéries, les champignons mycorhiziens et les actinomycètes, qui favorisent la croissance des 

plantes, la protection contre les pathogènes et l‘amélioration de la fertilité des sols (Solanki et 

al., 2016). Aujourd‘hui, les bioinoculants jouent un rôle crucial dans l‘agriculture moderne, en 

imposant un équilibre écologique entre les défis agricoles et environnementaux. L‘utilisation 

efficace des bioinoculants assure une production agricole élevée tout en minimisant les 

impacts environnementaux. 

La majorité des premiers bioinoculants développés contenaient une seule souche 

microbienne. Cependant, la recherche s‘est rapidement orientée vers l‘utilisation de 

consortiums microbiens, combinant deux ou plusieurs souches du même genre ou de genres 

différents (Santos et al., 2019). On désigne couramment l'utilisation d'inoculants mixtes sous 

le nom de co-inoculation ou d'inoculation mixte (Mondal et al., 2020). L'idée consiste à 

associer des souches ou des espèces qui interviennent dans divers processus microbiens, 

offrant l‘avantage d‘un éventail plus large de fonctions bénéfiques pour les plantes en assurant 

des effets synergiques (Patil et Solanki, 2016). 
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Dans le cadre de l‘agriculture durable, plusieurs types de bactéries sont exploités en 

tant que bioinoculants pour leurs contributions bénéfiques aux plantes, notamment les 

bactéries colonisatrices de la rhizosphère, de l‘épiphyte et de l‘endosphère (Fig.2). Ces 

microorganismes interagissent différemment avec les plantes et l‘environnement, offrant une 

gamme de services écosystémiques allant de la nutrition végétale à la protection contre les 

pathogènes. 

3. 1. Les rhizobactéries 

Lorenz Hiltner a développé le concept de « rhizosphère » en 1904 en décrivant la zone 

du sol ou le microenvironnement qui entoure la racine et qui est influencé par l'excrétion des 

composés racinaires appelés « les exsudats » (Hartmann et al., 2008). La rhizosphère est un 

point chaud pour divers micro-organismes tels que les bactéries et les champignons, ainsi que 

pour d‘autres organismes comme les nématodes et les algues, et elle est considérée comme 

l'un des écosystèmes les plus complexes de la planète (Mendes et al., 2013). En réalisant la 

photosynthèse, les plantes déposent leurs métabolites photosynthétiques dans la rhizosphère 

par rhizodéposition, le sol rhizosphérique est ainsi fertilisé et enrichi en nutriments ayant un 

apport abondant de carbone, notamment les acides aminés et les glucides. Ces derniers  

agissent comme des signaux pour attirer les populations microbiennes afin de renforcer leur 

prolifération, augmentant ainsi les populations de celles qui ont le plus d'avantages à les 

absorber en assurant la disponibilité énergétique et nutritive pour la population microbienne 

de la rhizosphère (connues également sous le nom de rhizobacteria ou bacteriorhiza) 

(Vetterlein et al., 2020). 

Plusieurs facteurs physiologiques régissent les interactions entre les plantes et les micro-

organismes, ainsi que la composition de leurs exsudats, ce qui permet aux plantes de moduler 

les micro-organismes rhizosphériques (Nuccio et al., 2020). Selon les scientifiques, la 

rhizosphère est généralement la plus riche en microbes, suivie du rhizoplan, puis de 

l'endosphère (Nuccio et al., 2020). 

Chez les bactéries rhizosphériques, certaines, connues sous le nom de rhizobactéries 

favorisant la croissance des plantes (PGPR), ont la capacité de stimuler la croissance et la 

santé des plantes grâce à des interactions antagonistes et synergiques (dos Santos et al., 2020). 

Il est possible que ces PGPR soient libres, symbiotiques, parasites ou saprophytes et jouent un 

rôle essentiel dans la promotion de la croissance et de la productivité des végétaux 

(Bhattacharyya et Jha, 2012). Des rhizobactéries des genres Bacillus, Azospirillum, 

Pseudomonas, Burkholderia, Azotobacter, Enterobacter, Serratia et d'autres ont été 
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identifiées comme PGPR (Chandran et al., 2021). La présence d'actinomycètes comme 

Micromonospora sp. et Streptomyces sp. dans la rhizosphère est également supposée favoriser 

la croissance des plantes et gérer les agents pathogènes fongiques liés aux racines (Abdellatif 

et al., 2024). 

Les PGPR favorisent la croissance des plantes par la production des enzymes antioxydantes et 

de divers métabolites comme les phytohormones et les composés organiques volatils (García-

Fraile et al., 2015 ; Ha-Tran et al., 2021). Elles ont aussi la capacité de fixer l'azote, de rendre 

le phosphate soluble et de neutraliser le stress des plantes causé par des facteurs biotiques et 

abiotiques (Kumar et al., 2018). Les PGPR permettent aussi de renforcer la qualité du sol en 

augmentant la quantité de matière organique présente qu‘il contient, en plus de leur impact 

significatif sur la bioremédiation en éliminant les xénobiotiques, les métaux lourds et les 

pesticides (Saharan et Nehra, 2011 ; Tak et al., 2012). 

3.2. Les endophytes  

L'ensemble des micro-organismes qui sont plus proches des plantes et qui vivent dans 

leurs tissus est appelé « endophytes » (Hardoim et al., 2015). Différents types d'interactions 

entre les endophytes et les plantes ont été développés, tels que le neutralisme, le 

commensalisme, le mutualisme, la symbiose et le parasitisme (Schultz et Boyle, 2005). En 

tant que bioinoculants, les endophytes non pathogènes, qui ont des interactions positives avec 

les plantes, sont employés dans l'agriculture durable (Santoyo et al., 2016). On désigne 

également les iPGPR (rhizobactéries intracellulaires favorisant la croissance des plantes) 

comme les bactéries endophytes symbiotiques présentes à l'intérieur des cellules racinaires, 

généralement dans des structures nodulaires spécialisées comme Mesorhizobium, Rhizobium 

et Frankia (Verma et al., 2016). 

La sélection et la composition des micro-organismes à l'intérieur des tissus végétaux se 

font à partir  des populations du microbiome racinaire et se déroulent selon deux mécanismes 

(Santoyo et al., 2016). Lorsqu'on parle des endophytes de relations à long terme, le 

mécanisme est appelé « colonisation systémique ». Il s'agit des micro-organismes du 

microbiome central qui peuvent être transmis verticalement par les graines et qui font partie 

du noyau d'endophytes « sélectionnés » par la plante. Les endophytes d'association à court 

terme sont sélectionnés par une colonisation non systémique et qui ont tendance à coloniser 

la plante hôte par des mécanismes aléatoires, comme la colonisation de fissures ou de zones 

endommagées, principalement celles des racines (Wani  et al., 2015).  
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Qu'elle soit intercellulaire ou intracellulaire, la position des endophytes dans les 

différents tissus végétaux détermine leur nature mutualiste avec la plante hôte (Potshangbam 

et al., 2017). À l‘exception d‘Agrobacterium tumefaciens connu pour sa capacité à induire la 

formation de galles tumorales, la présence de bactéries endophytes dans le cytoplasme et 

l‘espace entre la membrane plasmique et la paroi cellulaire témoigne d'une relation mutualiste 

entre l'hôte et les endophytes présents qui produisent des métabolites bactériens directement 

dans le protoplasme de l'hôte, ce qui pourrait avoir un impact sur l'expression génétique et le 

métabolisme de ce dernier  (Thomas et Sekhar, 2014). 

Les racines sont les zones où les bactéries endophytes sont les plus fréquentes (Vandana et al., 

2021).  Ces endophytes peuvent vivre dans les divers points d'entrée situés, ou se propagent 

dans les tissus internes de la plante, ce qui favorise la croissance, la santé et le développement 

de leurs hôtes grâce à différents mécanismes fonctionnels (Vandana et al., 2021). (1) Ils 

produisent des phytohormones tout en bénéficiant d'avantages considérables pour eux-mêmes 

et en favorisant le développement des pousses et des racines. (2) Ils protègent les plantes 

contre les attaques des phytopathogènes en activant les deux mécanismes de défense appelés : 

résistance systémique induite (ISR : Induced Systemic Resistance) et résistance systémique 

acquise (SAR : Systemic Acquired Resistance). L'activation de l'ISR est provoquée par des 

micro-organismes non pathogènes en fonction de la signalisation de l'éthylène et de l'acide 

jasmonique présents dans la plante, tandis que la SAR est généralement déclenchée par des 

bactéries pathogènes nécrotiques et des molécules de signalisation ayant un rôle crucial dans 

la croissance et la protection des plantes. (3) Ils fournissent des nutriments azotés ou 

phosphatés, car l'intérieur de la plante a un accès direct à ces éléments nutritifs (Compant et 

al., 2010). 

3.3. Les bactéries épiphytes et les phyllobactéries 

La limite entre le rhizoplan et la rhizosphère est extrêmement mince, ce qui fait que 

cet habitat soit généralement perçu comme un continuum. Le rhizoplan est la partie de la 

surface des racines située entre les cellules épidermiques et le mucilage où les micro-

organismes se fixent grâce à des structures de surface comme des flagelles, des fimbriae et 

d‘autres protéines membranaires ou à des polysaccharides de surface cellulaire (Dunn et 

Becerra-Rivera, 2023). 

Les bactéries qui sont déjà implantées dans la rhizosphère deviennent épiphytes en 

s'accrochant aux surfaces racinaires en tant que cellules individuelles, puis comme des 

doublets sur le rhizoderme, formant ainsi une chaîne de bactéries. Les bactéries peuvent alors 



CHAPITRE I : ÉTAT DE L‘ART 

 

 Page 11 
 

continuer à coloniser toute la surface des cellules rhizodermiques et s'installer sous forme de 

microcolonies ou de biofilms (Compant et al., 2010). La compétition microbienne est intense 

dans le rhizoplan, et les rhizobactéries doivent d'abord coloniser les racines pour pouvoir 

conférer des effets positifs aux plantes. Par conséquent, ces bactéries doivent faire preuve 

d‘une rhizocompétence afin de coloniser la surface racinaire. La capacité compétitive des 

bactéries du rhizoplan implique divers  métabolites secondaires comme les sidérophores, les 

enzymes lytiques et les antibiotiques. Ces substances ont la capacité de diminuer la 

prolifération des phytopathogènes dans la rhizosphère et de les empêcher de s'installer 

(Compant et al., 2010).  

Le rhizoplan n'a pas une colonisation homogène. En fonction de la zone racinaire, la 

répartition et la densité des rhizobactéries diffèrent. Différents éléments peuvent expliquer la 

diversité de la colonisation bactérienne le long de la racine, tels que la nature des exsudats 

racinaires et les capacités de détection du quorum bactérien (Gamalero et al., 2004). 

L‘aptitude des rhizobactéries à s'implanter sur les racines de l'hôte et à se déplacer sur le 

rhizoplan assure les effets désirés en favorisant la croissance et en contrôlant les maladies 

(Dutta et Podile, 2010). 

La phyllosphère désigne l'habitat aérien des végétaux, qui englobe les feuilles, les 

fleurs, les tiges, les fruits et les graines, dont la surface et l'intérieur peuvent être colonisés par 

différents micro-organismes, principalement des bactéries, qui sont connues sous le nom de 

phyllobactéries (Vorholt, 2012). En raison de leur exposition aux variations 

environnementales, les phyllobactéries peuvent être confrontées à diverses conditions 

défavorables telles que les fluctuations de disponibilité d'eau, les fluctuations de température 

et les rayons ultraviolets (UV) (Vorholt, 2012). L'interaction entre le microbiote racinaire et le 

microbiote de la phyllosphère est influencée par le système vasculaire qui relie les racines aux 

pousses. En conséquence, la dynamique et la composition du microbiote de la phyllosphère 

peuvent influencer celles des racines (Liu et al., 2024). 

Le génotype de la plante et l'environnement extérieur, tels que les localisations géographiques 

et la température, jouent un rôle essentiel dans la composition microbienne dans les différents 

compartiments de la phyllosphère (Laforest-Lapointe et al., 2016).  La majorité des bactéries 

qui se trouvent à la surface des feuilles et des tiges forment des agrégats volumineux (Lindow 

et Brandl, 2003). La réussite de la reproduction et de l'assemblage dans la phyllosphère 

dépend de l'adaptation aux conditions de cet habitat, telles que la pénurie de nutriments et les 

stress abiotiques et biotiques (Vorholt, 2012). Différents traits et stratégies jouent un rôle 

important dans la survie et la répartition des phyllobactéries, tels que la production de 



CHAPITRE I : ÉTAT DE L‘ART 

 

 Page 12 
 

métabolites secondaires antimicrobiens, des EPS (exopolysaccharides), de biosurfactants et de 

solutés compatibles, ainsi que la production de catalases et de superoxydes dismutases pour 

lutter contre les pathogènes et se protéger contre le stress osmotique et les variations 

d'humidité (Freeman et al., 2010 ; Yu et al., 2013 ; Moitinho et al., 2020 ; Fessia et al., 

2022 ). Ces bactéries ont, aussi, la capacité de se protéger contre les rayons UV en activant les 

mécanismes de réparation de l'ADN et en synthétisant des pigments (Stone et al., 2018). 

 

Fig.2. Principaux domaines d'interactions plantes-bactéries, et les principaux services fournis 

par les bactéries bénéfiques à la plante (modifiée à partir de Santoyo, 2022). 

 

4. Rôle des bioinoculants dans l’agriculture durable  

4.1. Réduction de l‘utilisation des engrais chimiques  

L‘utilisation excessive d‘engrais chimiques en agriculture a des impacts 

environnementaux majeurs, notamment la pollution des sols et des eaux par les nutriments 

excédentaires, tels que l‘azote et le phosphore. Les bioinoculants à base de PGPR jouent un 

rôle essentiel dans la réduction de la dépendance à ces intrants chimiques en améliorant la 

disponibilité des nutriments pour les plantes. Leur capacité à fixer l‘azote atmosphérique, 

ainsi qu‘à solubiliser des minéraux essentiels comme le phosphate, le zinc et le potassium,  
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permet une meilleure nutrition des plantes (Fig.3). Cela contribue à limiter l‘accumulation 

excessive de ces minéraux dans les écosystèmes, réduisant ainsi les risques de pollution des 

eaux souterraines et d‘eutrophisation des cours d‘eau. 

4.1.1. Fixation biologique d‘azote 

L'azote (N) joue un rôle crucial dans le développement et la fructification des plantes 

d'intérêt agricole telles que le blé, le riz, le maïs et la pomme de terre (Mahmud et al., 2020). 

Il s'agit du macronutriment le plus important de la physiologie végétale et un composant clé 

des acides nucléiques, des protéines et des enzymes (Mahmud et al., 2020). Toutefois, l'azote 

est présent dans l'atmosphère sous forme gazeuse et il est inaccessible aux plantes et aux 

animaux (Chandran et al., 2021). Le manque de l'azote dans le sol par rapport à la demande 

en produits agricoles a entraîné l'utilisation de quantités considérables d'engrais chimiques 

azotés afin d'atteindre les objectifs de rendement (Chandran et al., 2021). 

Le mécanisme de fixation biologique de l'azote par les PGPR chez les plantes joue un 

rôle crucial dans la durabilité de la production agricole et le bon fonctionnement des 

écosystèmes. Différentes bactéries fixatrices d'azote ont été découvertes, restaurant l'azote soit 

en symbiose avec des plantes spécifiques telles que les légumineuses, soit par un système non 

symbiotique (Mahmud et al., 2020). Certaines bactéries du sol appelées « rhizobia» peuvent 

interagir endosymbiotiquement avec les légumineuses. Ce groupe de bactéries regroupent les 

genres Rhizobium, Bradyrhizobium, Sinorhizobium, Ensifer, Mesorhizobium, Azorhizobium, 

Neorhizobium et Pararhizobium. Ce sont des bactéries libres (diazotrophes) qui ont la 

capacité de pénétrer les tissus végétaux en échange de signaux chimiques et de créer des 

nodules (Olanrewaju et al., 2017). Les nodules sont des formations globulaires ou 

cylindriques où vivent les  rhizobiens sous forme endophyte (Bueno Batista et Dixon, 2019). 

Les Rhizobium peuvent capter l'azote atmosphérique par l'action de l'enzyme nitrogénase et le 

convertir en ammoniac, une forme d'azote assimilable pour les plantes, dans des conditions 

micro-aérobies, selon la réaction suivante : N2 + 8H
+
 + 8e

−
 + 16Mg-ATP → 2NH3 + H2 + 

16Mg-ADP + 16P (Mahmud et al., 2020). Tandis que Frankia s'associe aux arbres et arbustes 

non légumineux (Olanrewaju et al., 2017). 

Dans les systèmes non symbiotiques, les bactéries diazotrophes fixent l'azote à l'état 

libre en utilisant des sources de carbone et d'énergie issues de l'excrétion de glucides par les 

racines et la dégradation de la matière organique du sol, et l'azote est fixé probablement après 

la lyse des cellules bactériennes (White et al., 2012 ; Bekele et Yilma, 2021). Des bactéries du 

genre Azospirillum, Azotobacter, Burkholderia, Enterobacter, Gluconacetobacter, 

Pseudomonas et des cyanobactéries comme Nostoc et Anabaena ont été identifiées comme 
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des bactéries fixatrices d'azote libres associatives à la rhizosphère, formant des associations 

non symbiotiques qui peuvent être rhizosphériques ou endophytes (Bhattacharyya et Jha, 

2012 ; Chittora et al., 2020). Des expressions actives du gène nifH codant pour la di-

nitrogenase réductase phylogénétiquement similaires à celles des Rhizobium ont été signalées 

(Mahmud et al., 2020). 

4.1.2. Solubilisation du phosphate  

Le phosphore (P) est un macronutriment vital et c'est le deuxième élément le plus 

important à la croissance des plantes après l'azote (Timofeeva et al., 2022). Il s'agit d'un 

nutriment essentiel pour le métabolisme, la biosynthèse des macromolécules, la 

photosynthèse, le développement et la maturation des racines, des tiges, des fleurs et des 

graines, et se trouve dans les acides nucléiques, les enzymes, les coenzymes et les 

phospholipides (Ingle et Padole, 2017). Le phosphore est peu abondant dans de nombreux sols 

à travers le monde et se trouve souvent sous des formes insolubles, ce qui limite son 

accessibilité et son utilisation par les plantes (Timofeeva et al., 2022). Par ailleurs, P  n'est 

assimilé par les plantes que sous deux formes solubles, à savoir les ions monobasiques 

(H2PO4) et dibasiques (HPO4) du phosphate (Timofeeva et al., 2022). Traditionnellement, la 

carence en phosphore dans le sol a été résolue par l'utilisation d'engrais phosphatés chimiques 

considérés, souvent, comme inefficaces (Silva et al., 2023). En effet, lorsque le P est ajouté au 

sol, il est rapidement immobilisé par des cations métalliques (Al, Fe et Ca),  lié aux surfaces 

minérales. Il peut également s‘infiltrer, contaminant ainsi les réserves d‘eau souterraine, ce 

qui limite sa disponibilité pour l'absorption par les plantes (Silva et al., 2023). En outre, 

l'application des engrais phosphatés sur de longues périodes provoque l'acidification et 

l‘eutrophisation des sols (Chaney et al., 2012). Les bactéries présentes dans le sol, connues 

sous le nom de bactéries solubilisantes du phosphate (PSB : Phosphate Solubilizing Bacteria), 

ont la capacité de rendre le phosphate soluble et biodisponible pour les plantes. Elles 

accomplissent cela par des processus de solubilisation et de minéralisation (Silva et al., 2023).  

Différents mécanismes sont employés par les PSB afin de solubiliser les phosphates. La 

production d'acides organiques de faible poids moléculaire lors du métabolisme des sucres est 

l'un des mécanismes clés (de Almeida Leite et al., 2024). Les acides organiques sont 

synthétisés par oxydation directe dans l‘'espace périplasmique, et sont ensuite libérés dans 

l'environnement entraînant une baisse du pH. Puis, les acides organiques libèrent les 

phosphates des composés phosphatés par chélation (Patel et al., 2008).  
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La réussite et l'efficacité de la solubilisation sont influencées par la nature des acides. 

Les acides tri- et dicarboxyliques ont un meilleur pouvoir solubilisant que les acides 

monobasiques et aromatiques, tandis que les acides aliphatiques solubilisent mieux le 

phosphate que les acides phénolique, citrique et fumarique (de Almeida Leite et al., 2024). 

Parmi les principaux acides organiques qui solubilisent les phosphates, on trouve les acides 

citrique, lactique, glycolique, 2-cétogluconique, oxalique, glyconique, acétique, malique, 

fumarique, succinique, tartrique, malonique, glutarique, propionique, butyrique, glyoxalique 

et adipique (Kalayu, 2019).  La sécrétion des enzymes par les PGPR est également impliquée 

dans la minéralisation des phosphates à partir des substances phosphatées organiques. Les 

phosphatases et les phytases sont les enzymes les plus étudiées (Timofeeva et al., 2022).  

4.1.3. Solubilisation du potassium 

Le potassium (K) occupe la troisième place en tant que nutriment végétal essentiel, 

étant le septième élément le plus présent sur la surface terrestre (Ahmad et al., 2016). Le 

potassium (K) est essentiel pour la résistance au stress, le métabolisme, la croissance, le 

développement et la reproduction des plantes. Il participe à la photosynthèse des plantes, à la 

production d'adénosine triphosphate (ATP), la translocation des sucres, le transport d‘eau et 

des nutriments, comme il est impliqué dans la fixation de l'azote par les légumineuses et la 

synthèse de protéines et d‘enzymes. Bien que le potassium soit très abondant dans le sol, 

seulement 2 à 3 % de celui-ci est soluble et disponible pour les plantes, le reste étant lié à 

d'autres minéraux du sol, représentant environ 95 % du potassium total (Wolde, 2016). Cela a 

conduit de nombreux agriculteurs à recourir à l'utilisation d'engrais potassiques dans divers 

types de sols à travers le monde (Olaniyan et al., 2022). Malgré une utilisation encore limitée, 

la consommation des engrais de potassium a augmenté de 300 % entre 1961 et 2015, et la 

demande pour ces engrais a continué de croître de 2,4 % entre 2015 et 2020 (Olaniyan et al., 

2022). À l'instar des engrais phosphatés, l'utilisation inconsidérée et prolongée d'engrais 

chimiques à base de potassium pour pallier sa carence entraîne une dégradation de la santé du 

sol, de l'homme et de l'environnement (Hamid et Bashir, 2019). Il a été observé que les 

engrais de potassium perturbent la microflore du sol et diminuent la fertilité des sols, ce qui 

peut entraîner la perte de certaines fonctions écologiques majeures des communautés 

microbiennes à la suite de leurs perturbations et de leur déplacement (Vejan et al., 2016 ; 

Berger et al., 2018). D‘autre part, l'excès d'engrais potassiques provoque une adsorption  

importante de K sur les minéraux fixateurs de K, ce qui les rend inaccessibles aux plantes 
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(Yadav, 2022). Il a été estimé que  jusqu'à 70 à 90 % du potassium d'engrais potassiques 

introduit était fixé sous une forme non échangeable (Rao et Srinivas, 2017). 

De nombreux micro-organismes du sol (bactéries, champignons, actinomycètes) 

jouent un rôle essentiel dans le recyclage du potassium et ont été reconnus comme des 

solubilisateurs importants du potassium à partir des matrices insolubles (Hamid et Bashir, 

2019). Cependant, les bactéries sont considérées comme les micro-organismes les plus 

dominants et les plus efficaces dans la solubilisation du potassium ou sa transformation de 

sources insolubles en formes utilisables par les plantes par rapport aux autres microbes 

(Bashir et al., 2017).  

Différents mécanismes sont utilisés par les bactéries solubilisantes du potassium, tels 

que la production d'acides organiques, la formation de complexes et des biofilms sur les 

surfaces minérales, et la sécrétion de polysaccharides (Sattar et al., 2019). En chélatant les 

ions Al
3+

, Si
4+

, Ca
2+

 et Fe
2+

, les acides organiques peuvent libérer lentement des ions 

potassium à partir de minéraux tels que la phlogopite, qui en contient (Etesami et al., 2017). 

Cela permet de dissocier la structure du réseau et de libérer du potassium dans le sol par 

protonation (Etesami et al., 2017). Les bactéries solubilisantes du potassium produisent 

différents acides organiques tels que les acides fumarique, malonique, propionique, oxalique 

et tartrique (Olaniyan et al., 2022).  

Il est également possible que les bactéries forment des couches épaisses de biofilms, 

qui sont constituées d'un consortium de cellules bactériennes adhèrant les unes aux autres à la 

surface minérale ou rocheuse afin de créer des microenvironnements optimaux autour de leurs 

cellules, favorisant ainsi une solubilisation efficace (Sattar et al., 2019). Les polysaccharides 

extracellulaires (EPS) et d'autres exopolymères sont synthétisés par les cellules du biofilm, ce 

qui accélère la solubilisation en utilisant des acides organiques et d'autres métabolites 

secondaires, tout en diminuant le pH rhizosphérique (Sattar et al., 2019). 

4.1.4. Solubilisation du zinc  

Une carence en Zinc (Zn) peut entraver différents aspects et processus de la croissance 

et du métabolisme, tels que la synthèse des protéines et des sucres, ainsi que la formation des 

graines, ce qui entraîne une diminution du potentiel de productivité et de rendement des 

plantes cultivées (Fariduddin et al., 2022). La santé des humains et des animaux est fortement 

impactée dans les zones où les cultures sont souvent carencées en Zn (Singh et al., 2024).   

La plupart des sols agricoles renferment assez de zinc pour favoriser la croissance des 

cultures, mais les plantes ne peuvent pas l'assimiler en raison de sa présence fixe, inaccessible 
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et indisponible (Singh et al., 2024). La carence en  Zn peut aussi résulter d'une intensivité et 

une fertilisation excessive des cultures ou d'une diminution de la matière organique (Kumar et 

al., 2019). Il est également peu courant de fortifier les cultures avec du zinc synthétique en 

tant qu'engrais, car il est non durable, coûteux, se transforme rapidement en composants 

inaccessibles et s'accumule dans le sol (Sindhu et al., 2019). 

L'utilisation des bactéries solubilisantes du Zn (ZSB : Zinc Solubilizing Bacteria) pour la 

biofortification est une méthode alternative à moindre coût et durable pour l'enrichissement du 

Zn (Upadhayay et al., 2022). Les ZSB ont la capacité d'accroître  la disponibilité du Zn dans 

les cultures en le rendant soluble, à partir des sources organiques et inorganiques de Zn total 

présentes dans le sol (Fariduddin et al., 2022). Les ZSB qui habitant la rhizosphère, ou les 

tissus végétaux internes, montrent leur aptitude à rendre le Zn soluble de diverses façons, 

telles que les réactions d'échange, la chélation, la libération d'acides organiques et 

l'acidification (Singh et al., 2024). L'acidification par production de gluconate ou de dérivés 

de l'acide gluconique, comme l'acide 2-céto-gluconique ou l'acide 5-céto-gluconique, est le 

mécanisme le plus souvent utilisé par les bactéries solubilisant le zinc (Kumar et al., 2019). 

Le processus de mobilisation et de chélation du zinc implique la synthèse de sidérophores ou 

d'autres ligands chélateurs tels que l'acide éthylènediaminetétraacétique (Singh et al., 2024). 

Différents acides organiques peuvent améliorer l'absorption du Zn, comme l'acide malique, 

l‘acide citrique, l‘acide ascorbique et l'acide lactique (Upadhayay et al., 2022). 

Les PGPR peuvent également solubiliser et minéraliser d‘autres minéraux tels que le 

calcium, le magnésium, le sélénium, le fer et le manganèse. En décomposant les formes 

insolubles de ces nutriments, ils facilitent leur absorption par les plantes contribuant ainsi à 

une fertilisation respectueuse de l‘environnement (Devi et al., 2022). 
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Fig.3. Disponibilité des nutriments médiée par les bioinoculants. (A) Bioinoculants fixateurs 

d'azote. (B) Bioinoculants solubilisants les P, K et Zn (Alzate Zuluaga et al., 2024). 

4.2. Amélioration de la croissance des plantes 

4.2.1. Production de phytohormones 

Les phytohormones sont considérées comme les principaux régulateurs de croissance, 

jouant un rôle crucial dans divers processus physiologiques et développementaux tels que le 

métabolisme, la stimulation des mécanismes de défense et la revitalisation des racines (Carlos 

et al., 2021). Cinq catégories d'hormones végétales ont été identifiées : auxines, cytokinines, 

gibbérellines, acide abscisique et éthylène (Oleńska et al., 2020). Certaines phytohormones 

comme l‘acide jasmonique, l'acide salicylique et l‘éthylène sont impliquées dans la croissance 

et le développement des plantes (Fig.4), notamment dans des conditions de stress biotique et 

abiotique (Oleńska et al., 2020). 

Les auxines sont considérées comme les phytohormones les plus essentielles pour 

pratiquement tous les aspects du développement des plantes (Gomes et Scortecci, 2021). Elles 

jouent un rôle crucial dans la division et la différenciation des cellules végétales, la 

germination, le phototropisme, le géotropisme, la biosynthèse des métabolites et la résistance 

au stress. L'auxine la plus fréquemment produite et la mieux étudiée est l'acide indole-

acétique (AIA) (Gomes et Scortecci, 2021). Chez les plantes, l‘AIA est impliqué dans la 

germination des graines, la photosynthèse, la synthèse des métabolites, la division la 
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différenciation et le développement cellulaire notamment au niveau des racines (Gomes et 

Scortecci, 2021). 

Le précurseur de la synthèse de l'AIA chez les bactéries est le tryptophane, un acide 

aminé qui se trouve dans les exsudats racinaires de la plante (Tang et al., 2023). Les bactéries 

peuvent présenter trois voies principales de biosynthèse de l'AIA:  

(1) La voie la plus commune chez les bactéries est la voie de l‘indole-3-pyruvate, que l'on 

retrouve dans les genres bactériens comme Erwinia, Agrobacterium, Pseudomonas, 

Azospirillum, et Rhizobium. Elle comprend deux étapes : La décarboxylation du tryptophane 

en indole-3-pyruvate par l‘enzyme tryptophane aminotransférase, puis la réduction de 

l‘indole-3-pyruvate en acide-3-acétique par l‘enzyme indole-3-pyruvate décarboxylase (Tang 

et al., 2023). 

(2) La voie de l‘indole-3-acétamide, dans laquelle le tryptophane est d‘abord converti en 

indole-3-acétamide par l‘action du  tryptophane monooxygénase. Ensuite, indole-3-acétamide 

est hydrolysé par l‘amidase pour former l‘AIA. Cette voie est souvent associée à des bactéries 

du genre Agrobacterium, Erwinia et Pseudomonas. Deux gènes impliqués dans cette voie, et 

dont la localisation peut être chromosomique ou plasmidique comme est le cas pour Pantoea 

agglomerans (Tang et al., 2023). 

(3) La voie de l‘indole-3-acétonitrile, dans laquelle des enzymes spécifiques convertissent le 

tryptophane en indole-3-acétonitrile, qui est ensuite hydrolysé en AIA par une enzyme 

appelée nitrilase. Cette voie est moins répandue chez les bactéries mais présente chez 

certaines espèces d‘Agrobacterium (Tang et al., 2023). 

Les cytokinines sont des hormones végétales cruciales qui régulent divers aspects du 

développement des plantes, tels que la division cellulaire, la croissance des bourgeons, le 

retardement de la sénescence et la mobilisation des nutriments (S.M.Li et al., 2021). Elles 

jouent également un rôle essentiel dans la réponse des plantes aux stress environnementaux et 

favorisent les interactions bénéfiques entre les plantes et les microbes (S.M.Li et al., 2021). 

Les cytokinines interagissent étroitement avec d‘autres hormones comme les auxines et 

l‘éthylène ; l‘équilibre entre les niveaux d‘auxines et de cytokinines régule le développement 

des racines et des bourgeons (Sosnowski et al., 2023). 

La principale voie de biosynthèse des cytokinines chez les bactéries et les plantes utilise 

l‘adénosine monophosphate comme point de départ. Les principales étapes incluent la 

formation de précurseurs tels que l‘isopentényl-AMP, qui est ensuite transformé en 

cytokinines actives (Bajguz et Piotrowska-Niczyporuk, 2023). La voie tRNA-dérivée est une 

voie alternative provient de la modification des ARN de transfert (tRNA), qui peuvent libérer 
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des cytokinines actives après leur dégradation. Ce processus joue un rôle mineur mais existe 

dans certains cas pour produire des cytokinines en fonction des besoins physiologiques de la 

plante (Bajguz et Piotrowska-Niczyporuk, 2023). La synthèse de cytokinine a été observée 

chez les espèces de Bacillus, Pseudomonas, Azospirillum, Agrobacterium et Xanthomonas 

(Tsukanova et al., 2017). 

À l'instar des auxines et des cytokinines, les bactéries sont également capables de 

produire des gibbérellines, qui jouent un rôle clé dans divers aspects du développement des 

plantes, notamment la germination, l‘élongation des tiges, la floraison et la fructification. 

Elles participent aussi à la régulation de la dormance et de la sénescence (Orozco-Mosqueda 

et al., 2023). Les gibbérellines peuvent exister sous différentes formes chez la plante : (1) À 

l‘état libre sous une forme active et non liées à d‘autres molécules ou (2) liées ou conjuguées 

à des molécules de sucres, notamment le β-D-glucose. Ces formes conjuguées sont souvent 

inactives (Takehara et Ueguchi-Tanaka, 2018). La production des gibbérellines a été observée 

chez les Bacillus, Pseudomonas, Azospirillum et Rhizobium. Les voies de biosynthèse sont 

différentes et moins caractérisées que celles des auxines et des cytokinines et impliquent 

généralement le géranylgérany pyrophosphate (GGPP) comme précurseur clé dans la 

biosynthèse (Keswani et al., 2022). Les gibbérellines interagissent également avec d‘autres 

hormones végétales comme les auxines, l‘acide abscissique et l‘éthylène pour réguler la 

croissance et le développement des plantes (Castro-Camba et al., 2022). 
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Fig.4.  Promotion de la croissance des plantes via la production de différentes phytohormones 

(Aloo et al., 2022). 

 

4.3. Promotion de la résilience des plantes  

4.3.1. Résistance aux stress abiotiques 

La sécheresse, la salinité, les polluants du sol et les températures extrêmes sont des 

stress abiotiques qui modifient la morphologie, la physiologie et la biochimie des plantes 

(Koza et al., 2022). Ils restreignent la stabilité du rendement et de la production des cultures, 

limitent également la capacité des plantes à absorber les nutriments et l'eau du sol, et 

entravent la photosynthèse (Koza et al., 2022). Les PGPR sont impliquées dans l'amélioration 

de la croissance des plantes dans des conditions de stress, en atténuant les effets résultants et 

en améliorant la résistance des cultures aux stress (Barnawal et al., 2019). La tolérance varie 

en fonction de la capacité des PGPR à stimuler les systèmes végétaux en exprimant des EPS 

sensibles aux stress, des facteurs de transcription, en récupérant les espèces ROS (Reactive 

Oxygen Species), en synthétisant l'ACC désaminase, la proline et d'autres protéines, ainsi 

qu‘en stabilisant la biomasse (Hakim et al., 2021). 
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Divers mécanismes et stratégies de tolérance et d'adaptation sont menés par les PGPR 

afin d‘améliorer le développement et la croissance des plantes en situation de déficit hydrique 

(Asghari et al., 2020). Ces mécanismes incluent la régulation des facteurs de transcription 

associés au stress hydrique, notamment l‘expression du gène de réponse à la sécheresse 

ERD15 (Early responsive to dehydration 15) (Koza et al., 2022), à la conductivité 

hydraulique des racines et à la diminution des fuites d'électrolytes (Jiang et al., 2013). Les 

PGPR peuvent également accumuler la proline, le tréhalose et la glycine bétaïne, ce qui leur 

permet de préserver leur consistance membranaire, leur intégrité et leurs protéines 

fonctionnelles (Asghari et al., 2020). L‘activité des ROS peut être diminuée par stimulation 

de la production d'enzymes antioxydantes, de sucres et d'acides aminés libres (Gowtham et 

al., 2022). La capacité des PGPR à renforcer la machinerie photosynthétique en cas de 

sécheresse permet d'améliorer la biomasse végétale (Hakim et al., 2021). 

Le stress thermique associé à l‘élévation de la température est perçu comme un défi 

majeur pour la production agricole dans plusieurs régions du monde (Hakim et al., 2021). 

Cela entraîne une dégradation des protéines et des dommages cellulaires graves (Ljubej et al., 

2021). Il perturbe également la photosynthèse, la floraison et la fructification, réduit l‘eau des 

plantes et attire les ravageurs et les phytopathogènes (Ljubej et al., 2021). En cas de stress 

thermique, les rhizobactéries peuvent agir de manière adaptative, et leur capacité à faire face à 

la chaleur peut se manifester chez les plantes en augmentant les niveaux d‘expression et 

d‘accumulation des protéines de choc thermique (HSP), qui jouent un rôle crucial dans 

l‘atténuation des effets néfastes des températures élevées (Khan et al., 2020). Il est possible 

que la thermotolérance se manifeste également par la production d‘enzymes antioxydantes et 

la formation d‘un épais biofilm protecteur (Sarkar et al., 2018). 

Le stress causé par le froid lorsque la température diminue de 15 à 0 °C est également 

une forme de stress thermique (Diamond et al., 2019). Ce stress engendre diverses contraintes 

mécaniques affectant l‘intégrité membranaire comme les blessures et les piqûres de surface, 

un stress osmotique, une production d‘éthylène, une réduction de la photosynthèse, une 

diminution des teneurs en chlorophylles et une sensibilité aux maladies (Koza et al., 2022). 

Les PGPR sont également impliquées dans le combat contre les effets néfastes liés aux basses 

températures en améliorant la biomasse et en réduisant la fuite d‘électrolytes des membranes 

(Yang et al., 2018). D'autres mécanismes sont impliqués incluant une augmentation des 

niveaux de sucres et de proline, et une régulation positive de l‘expression des protéines 

contenant de l‘antigel (Koza et al., 2022). 
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La salinité est un autre facteur abiotique limitant qui, selon les prévisions, devrait 

avoir un impact destructeur sur environ 50% des terres agricoles en 2025 (Abdul Rahman et 

al., 2021). L'absorption d'eau par les plantes est limitée par la salinité, ce qui réduit le 

potentiel hydrique du sol et altère les mécanismes d'absorption des nutriments de la plante 

(Abdul Rahman et al., 2021). Cela provoque une augmentation de la concentration en ions, en 

particulier les ions Na
+
, ce qui entraîne une cytotoxicité ionique (Ketehouli et al., 2019). Le 

stress salin provoquera d'autres stress secondaires, comme le stress osmotique et oxydatif 

(Hakim et al., 2021). Les PGPR via leur halotolérance ont également été documentées dans 

l'atténuation du stress salin chez diverses plantes. Le rôle atténuant de ces rhizobactéries 

contre les effets néfastes des conditions de forte salinité est basé sur la formation de biofilm, 

la production d'EPS qui se lie aux cations, restreignant ainsi leur accessibilité pour les cellules 

végétales, l'accumulation d'osmolytes dans le cytoplasme des cellules végétales, le maintien 

de la pression de turgescence des cellules stressées et la synthèse des antioxydants (Nawaz et 

al., 2020 ; Becquer, 2022). Les PGPR peuvent induire des modifications chimiques, 

physiques et génétiques en présence du stress salin conduisant à une activation de la 

signalisation ISR, une augmentation de la croissance des graines et des plantes et la régulation 

de l‘expression de plusieurs gènes liés au stress salin (Ji et al., 2020 ; Latif et al., 2024). Les 

rhizobactéries améliorent la croissance des plantes et renforcent leurs propriétés antioxydantes 

en conditions de salinité et de sécheresse notamment grâce à la production d‘ACC désaminase 

(Chandran et al., 2021). 

La contamination du sol par les polluants inorganiques (métaux lourds, 

radionucléides) et organiques (hydrocarbures, pesticides, produits pharmaceutiques) est une 

autre forme de stress abiotique ayant une incidence physiologique sur les plantes (Vocciante 

et al., 2022). La croissance des plantes est fortement influencée par la présence des 

concentrations élevées de polluants, qui freinent l'absorption des nutriments par les plantes, ce 

qui entraîne une dégradation de l'intégrité de la membrane et une altération de l'activité 

enzymatique des cellules (Koza et al., 2022). L'effet toxique des polluants peut induire la 

production de ROS, provoquant, ainsi, un stress oxydatif qui inhibe les activités enzymatiques 

et bloque les groupes fonctionnels des métabolites dans les cellules végétales (Dumanović et 

al.., 2021). Cela peut endommager les organites végétaux et entraîner la mort de la plante 

(Dumanović et al., 2021).  

L'effet néfaste de nombreux de ces composés peut être considérablement diminué par les 

rhizobactéries bénéfiques. Cela est réalisé par la fixation de l'azote, la mobilisation des 

nutriments, la production directe de phytohormones et par la réduction de la production 
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d'éthylène en activant la synthèse de l‘ACC désaminase (Vocciante et al., 2022). Ces 

bactéries ont aussi la capacité de supprimer l'inhibition de la germination provoquée par les 

substances contaminantes (Franchi et al., 2016). Diverses recherches ont montré que les 

plantes inoculées avec les PGPR avaient une concentration diminuée de ROS et un niveau 

plus élevé d'enzymes antioxydantes, notamment la peroxydase (POD), la superoxyde 

dismutase (SOD), la catalase (CAT) et l'ascorbate peroxydase (APX). 

 4.3.2. Résistance aux stress biotiques 

La suppression des maladies des plantes est l'un des mécanismes clés des PGPR pour 

limiter le stress biotique. Elle peut résulter de l'antagonisme microbien ou de l'induction de la 

résistance des plantes contre les microorganismes pathogènes. 

4.3.2.1. L‘antibiose  

La synthèse des substances antimicrobiennes est un moyen très efficace utilisé par les 

rhizobactéries pour prévenir les infections pathogènes chez différentes plantes. Les 

antibiotiques sont les antimicrobiens les plus étudiés, synthétisés par divers genres bactériens 

et comprennent le diacétylphloroglucinol (DAPG), la polymyxine, la circuline, la colistine et 

d'autres (Lanteigne et al., 2012 ; Liu et al., 2018). Ces antibiotiques sont très efficaces contre 

les bactéries phytopathogènes et ont également le potentiel de supprimer les phytopathogènes 

fongiques, notamment Pythium, Gaeumannomyces graminis et Fusarium oxysporum 

(Lanteigne et al., 2012 ; Liu et al., 2018). Les rhizobactéries peuvent aussi synthétiser le 

cyanure d'hydrogène (HCN), volatil et diffusible, en tant que molécule de défense, qui inhibe 

la respiration cellulaire des pathogènes en bloquant les enzymes essentielles. Le HCN est 

essentiellement lié au biocontrôle des infections racinaires (Lanteigne et al., 2012). Les 

biotensioactifs lipopeptidiques sont une autre catégorie d'agents antimicrobiens qui sont 

synthétisés par les espèces de Bacillus et de Pseudomonas. Ces biotensioactifs comme la 

surfactine et la fengycine sont impliqués dans les interactions compétitives avec des 

organismes tels que les champignons, les bactéries, les oomycètes, les nématodes et les 

protozoaires (Ali et al., 2020). 

4.3.2.2. Les enzymes lytiques 

Les PGPR jouent un rôle important dans la prévention et la protection contre plusieurs 

champignons pathogènes grâce à la sécrétion et la production d'enzymes lytiques (Tariq et al., 

2017). Les enzymes lytiques agissent en altérant la stabilité structurelle et l'intégrité des parois 

cellulaires des agents pathogènes ciblés en dégradant les composants qui constituent ces 

parois (Tariq et al., 2017). La déshydrogénase, les chitinases, la β-glucanase, les protéases, les 
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cellulases, les phosphatases, les lipases et les xylanases sont les principaux enzymes lytiques 

produites par les PGPR (Joshi et al., 2015). Les enzymes lytiques ont un impact significatif 

sur le contrôle biologique de divers champignons pathogènes tels que Botrytis cinerea, 

Fusarium oxysporum, Pythium ultimum, Phytophthora sp. et Rhizoctonia solani (Chen et al., 

2020). 

4.3.2.3. Production d‘ACC désaminase 

En réponse aux conditions stressantes comme les infections pathogènes, les plantes 

accumulent plusieurs hormones, y compris l'éthylène (Abiri et al., 2017). L'augmentation de 

la concentration d'éthylène entraîne une sénescence suite à des stress secondaires tels le stress 

oxydatif et la carence en nutriments. Cela conduit à la désactivation du métabolisme, à la 

diminution du taux de croissance, du développement et de la productivité des cultures, et 

enfin à la mort des plantes (Abiri et al., 2017). La production de l'enzyme ACC-désaminase 

par les PGPR est essentielle pour réduire le niveau d'éthylène induit par les pathogènes, 

limitant ainsi ses effets néfastes sur les plantes. En cas de stress, ces rhizobactéries expriment 

les gènes de l'enzyme ACC désaminase qui clivent le précurseur de l'éthylène ACC en 

ammoniac et en α-cétobutyrate, diminuant, ainsi,  le niveau d'éthylène chez les plantes (Abiri 

et al., 2017). Les PGPR capables de synthétiser de l‘ACC désaminase jouent un rôle essentiel 

dans la lutte contre les conséquences nuisibles de l'éthylène et ont un effet captivant en tant 

qu'agent de lutte biologique contre diverses attaques pathogènes telles que Botrytis cinerea, 

Rhizoctonia solani, Fusarium oxysporum, Xanthomonas oryzae, Pythium ultimum, 

Phytophthora sp. et Sclerotium rolfsii (Hakim et al., 2021).  

4.3.2.4. Production de sidérophores 

Les sidérophores sont des molécules de faible poids moléculaire qui chélatent le fer 

complexe et sont sécrétées par les bactéries rhizosphériques (Ansari et al., 2017). Le fer 

présent dans le sol étant sous forme inaccessible aux micro-organismes et aux plantes, il 

existe généralement sous les formes Fe
3+

 et Fe
2+

, des hydroxydes et oxyhydroxydes insolubles 

dans un environnement aérobie (Ansari et al., 2017). Cette aptitude contribue indirectement à 

réduire les microbes pathogènes en créant une concurrence pour le fer dans la région 

rhizosphérique (Subramanium et Sundaram, 2020). Il existe quatre grandes catégories de 

sidérophores bactériens (catécholate de phénol, carboxylate, pyoverdines et hydroxamates) 

qui sont classées en fonction de leurs ligands et d'autres caractéristiques structurelles (Hakim 

et al., 2021). Dans des situations compétitives où les micro-organismes sont en forte 

concurrence pour les ressources, la capacité à obtenir le fer joue un rôle crucial dans la 
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réussite de cette compétition. La capacité à produire des sidérophores influence également la 

capacité des micro-organismes à utiliser efficacement les différentes sources de carbone 

comme celles provenant des racines via les exsudats (Hakim et al., 2021). Les racines des 

plantes sont efficacement colonisées par les rhizobactéries productrices de sidérophores, qui 

éliminent toute autre microflore de cet environnement compétitif (Hakim et al., 2021). 

Les sidérophores microbiens ont un double rôle en aidant à la séquestration du fer, en formant 

des complexes stables avec des métaux lourds et des particules radioactives. Ceci contribue de 

manière indirecte à réduire le stress causé par les polluants présents dans le sol (Hider et 

Kong, 2010). 

4.3.2.5. La résistance systémique induite  

L'un des mécanismes démontrés par les PGPR pour la protection des plantes est la 

suppression des maladies est le déclenchement d'une résistance systémique. La résistance 

systémique induite chez les plantes correspond à un état physiologique d‘amélioration des 

défenses dépendant des hormones de signalisation, déclenché par des stimuli 

environnementaux spécifiques et renforcent leur système de défense inné contre les attaques 

pathogènes (Hakim et al., 2021). Elle est induite par les interactions avec les micro-

organismes bénéfiques du sol, qui émettent des molécules signal (comme les lipopeptides, les 

exopolysaccharides) qui sont perçues par des récepteurs spécifiques situés sur les racines des 

plantes (Kamle et al., 2020). Cela active des voies de signalisation, principalement l‘acide 

jasmonique et l‘éthylène. Lors d‘une attaque par des pathogènes nécrotrophes, l‘acide 

jasmonique est synthétisé par les cellules végétales, qui va ensuite circuler dans toute la plante 

et agit comme un signal d‘alerte qui prépare les cellules à activer leurs défenses (Kamle et al., 

2020). L‘éthylène agit en synergie avec l‘acide jasmonique pour amplifier la réponse de 

défense. Ces hormones activent l‘expression de gènes de défense spécifiques comme le 

renforcement des parois cellulaires, la production de composés antimicrobiens et des 

protéines associées à la réponse aux stress (Kamle et al., 2020). 

 

5. Design des bioinoculants 

La conception de bioinoculants implique une sélection stratégique de souches 

microbiennes, soit en tant qu‘espèces individuelles, soit en tant que partie de communautés 

microbiennes synthétiques (Suman et al., 2022). Dans de nombreux cas, un seul micro-

organisme peut être utilisé comme bioinoculant s‘il présente des caractéristiques bénéfiques 

importantes, telles que la fixation d‘azote, la production de phytohormones et la solubilisation 
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du phosphate (Negi et al., 2024). Les communautés microbiennes synthétiques, en revanche, 

sont assemblées pour compléter les fonctions des autres et élargir la gamme des activités 

favorisant la croissance des plantes (Negi et al., 2024). Qu‘il s‘agît d‘un seul micro-organisme 

ou d‘un consortium, la composition des bioinoculants est soigneusement élaborée pour 

garantir leur efficacité dans l‘obtention des résultats souhaités, comme une meilleure 

absorption des nutriments ou une meilleure tolérance au stress (Poppeliers et al., 2023).  

Les systèmes gnotobiotiques, dans lesquels seuls les micro-organismes introduits sont 

présents, sont indispensables pour étudier l'interaction d‘une souche unique ou d‘une 

communauté microbienne avec les plantes dans un environnement contrôlé. Ils permettent aux 

chercheurs de vérifier les effets spécifiques de chaque micro-organisme et d‘évaluer leurs 

performances dans diverses conditions (Saranraj et al., 2022). Les tests expérimentaux in 

vitro, in situ et in vivo permettent de mieux comprendre la dynamique fonctionnelle du 

bioinoculant, ce qui permet de garantir que les microorganismes introduits fonctionnent 

efficacement dans des environnements naturels ou contrôlés (dos Reis et al., 2024).Que le 

bioinoculant contienne un seul microorganisme ou une communauté microbienne, la 

compatibilité avec le modèle végétal sélectionné est essentielle pour le succès de l‘application 

(dos Reis et al., 2024). La compréhension des caractéristiques fonctionnelles des micro-

organismes, telles que leurs capacités métaboliques, est importante pour développer des 

bioinoculants adaptés à des cultures spécifiques (dos Reis et al., 2024).  

 

6. Caractéristiques biologiques et écologiques de Bacillus thuringiensis et son rôle dans 

la promotion de la croissance des plantes 

Bacillus thuringiensis (Bt) est une bactérie aérobie, Gram positive, sporulante et 

entomopathogène, appartenant à la famille des Bacillaceae et au phylum des Firmicutes. Elle 

est étroitement liée à Bacillus cereus (Carroll et al., 2022). B. thuringiensis a une histoire 

riche et une importance écologique considérable. La bactérie a été isolée pour la première fois 

en 1901 par le chercheur japonais Shigetane Ishiwatari, qui l‘a baptisé Bacillus sotto après 

l‘avoir identifiée comme la cause d‘une maladie chez les larves de vers de soie (Bombyx 

mori) (Kumar et al., 2021). Plus tard, en 1911, le scientifique allemand Ernst Berliner a isolé 

la même bactérie dans la région de Thuringe et la renommée Bacillus thuringiensis (Kumar et 

al., 2021). Cependant, ce n‘est qu‘en 1953 que les propriétés insecticides des inclusions 

cristallines parasporales (protéines Cry) associées à ses endospores ont été pleinement 

comprises, présentant une activité toxique contre un large éventail d‘insectes nuisibles 

(Hannay et Fitz-James, 1955). Cela a fait de Bt l‘un des biopesticides les plus utilisé en 
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agriculture, le succès commercial des souches de B. thuringiensis, telles que B. thuringiensis 

subsp. Kurstaki, met en évidence son rôle dans l‘agriculture durable en tant que biopesticide 

(Jallouli et al., 2020). 

D‘un point de vue écologique, Bt est omniprésent, et peut être trouvé dans divers 

environnements, notamment le sol, les surfaces végétales et les habitats d‘insectes. Il joue un 

rôle essentiel dans les écosystèmes agricoles, en établissant des associations rhizosphériques 

avec les racines des plantes, où il agit à la fois comme biopesticide et comme biofertilisant 

(Gomis‐Cebolla et Berry, 2023). Il pourrait, également, se trouver dans les tissus végétaux en 

tant que bactérie endophyte (Gomis‐Cebolla et Berry, 2023). 

Il a été démontré que les isolats Bt rhizosphériques ou endophytes peuvent favoriser à 

la fois la croissance des plantes et leur résistance aux agents pathogènes et prédateurs 

(Azizoglu, 2019). Des caractéristiques de croissance des plantes sont observées chez les 

souches Bt, telles que la production de phytohormones comme l'AIA (acide indole-acétique) 

et de l'ACC-désaminase, la fixation biologique de l'azote (N2), la production d'ammoniac 

(NH3), la solubilisation du phosphate, la production de sidérophores et de composés 

organiques volatils (Azizoglu, 2019). De plus, les plantes colonisées ou inoculées par Bt ont 

démontré une stimulation des voies de signalisation (ISR) une régulation positive de divers 

gènes associés à la défense, après une infection par un phytopathogène (Takahashi et al., 

2014). Bt présente également une activité chitinolytique et peut être employé pour combattre 

les champignons phytopathogènes (Azizoglu, 2019). Par ailleurs, une amélioration de la 

résistance aux stress abiotiques tels que les métaux lourds et les substances chimiques a été 

observée chez les plantes colonisées par Bt (Suyamud et al., 2018). 

 

7. Caractéristiques biologiques et écologiques de Pantoea agglomerans et son rôle dans la 

promotion de la croissance des plantes 

Précédemment connu sous le nom d‘Enterobacter agglomerans et Erwinia herbicola, 

Pantoea agglomerans est une bactérie Gram négative reconnue pour son rôle dans la 

promotion de la croissance des plantes et la lutte biologique (Gavini et al., 1989). Souvent 

isolée des surfaces végétales et du sol, P. agglomerans  appartient à la famille des 

Enterobacteriaceae au sein de la classe des Gammaproteobacteria. Elle était auparavant 

classée dans le genre Enterobacter, mais les progrès de l‘analyse génétique ont conduit à sa 

reclassification dans le genre Pantoea (Mardaneh et Dallal, 2013). Elle est étroitement liée à 

d‘autres espèces du genre Pantoea et se trouve souvent en association avec diverses plantes, 
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faisant partie du microbiote rhizosphérique, épiphytique et endophytique (Delétoile et al., 

2009). 

Sur le plan écologique, P. agglomerans occupe plusieurs niches notamment le sol, la 

poussière, l‘eau, les surfaces végétales et les corps des arthropodes (Lorenzi et al., 2022). Elle 

est également associée aux animaux et aux humains, ce qui met en évidence sa capacité 

d‘adaptation à tous les environnements (Lorenzi et al., 2022). Elle entretient une relation 

mutualiste avec plusieurs plantes telles que le blé et le riz, où elle contribue à la santé des 

plantes en colonisant la rhizosphère, le rhizoplan et les tissus internes (Lorenzi et al., 2022).  

Son rôle de biofertilisant est évident par sa capacité à produire des phytohormones, à fixer 

l'azote et à améliorer de l'absorption des nutriments à partir du sol (Lv et al., 2022). En plus 

de ses propriétés biofertilisantes, P. agglomerans fonctionne comme un biopesticide en raison 

de sa production de composés antimicrobiens comme les enzymes lytiques et les composés 

organiques volatiles efficaces contre  plusieurs pathogènes fongiques et bactériens 

(Dutkiewicz et al., 2016). P. agglomerans peut aussi améliorer la défense contre les 

pathogènes par le biais des mécanismes qui stimulent le système immunitaire de la plante via 

les voies de signalisation de l‘acide jasmonique et de l‘éthylène (Aziz et al., 2016). 

Sur le plan commercial, certaines souches de P. agglomerans ont été développées 

comme bioinoculant pour une agriculture durable. Par exemple, la souche Pantoea 

agglomerans C9-1 est commercialisée pour sa capacité de supprimer le feu bactérien, une 

maladie destructrice causée par Erwinia amylovora sur les pommiers et les poiriers (Ibrahim 

et al., 2024). 

 

8. Méthodes d’application des bioinoculants et limites des méthodes conventionnelles 

La formulation des bioinoculants a émergé comme une étape essentielle dans le 

développement des produits biologiques pour l‘agriculture, visant à améliorer la stabilité, 

l‘efficacité et la facilité d‘application des micro-organismes bénéfiques (Khan et al., 2023). 

Ainsi, la bioformulation représente une avancée clé dans ce domaine, définie biologiquement 

comme l'ensemble des produits actifs contenant un ou plusieurs microbes bénéfiques ou leurs 

métabolites et qui sont immobilisés sur un matériau support inerte (Rani et Kumar, 2019). Le 

microbe est considéré comme un bioagent et peut être soit une souche unique, une spore ou un 

consortium microbien (Singh et Kumar, 2023). Le matériau porteur est un matériau inactif et 

sert de support à l'organisme vivant, fournissant une niche protectrice. Ce support doit être 

non toxique, chimiquement stable, facilement disponible, peu coûteux, capable de maintenir 

l'humidité, d'assurer la viabilité des cellules pendant le stockage et d'assurer leur transport à 
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proximité de la plante cible (Bhattacharjee et al., 2023). Le support utilisé peut être organique 

(sol, tourbe, charbon, etc.) ou inorganique (polymères), solide ou liquide (Chaudhary et al., 

2020). Outre le support et l'organisme vivant, les bioformulations peuvent également contenir 

des additifs, tels que l'amidon et l'acide humique, qui fournissent un soutien nutritionnel aux 

micro-organismes formulés (Vassilev et al., 2020). Qu'elle soit solide ou liquide, la 

bioformulation conventionnelle est depuis longtemps la technologie de choix pour le 

développement de bioinoculants (Rai et al., 2023). Sur le plan pratique, les techniques sont 

faciles à mettre au point et les matériaux utilisés sont le plus souvent disponibles (Chaudhary 

et al., 2020). 

L‘histoire de la formulation des bioinoculants remonte aux premières tentatives 

d‘introduire des micro-organismes bénéfiques dans les pratiques agricoles pour améliorer la 

fertilité des sols et la croissance des cultures (Aloo et al., 2022). Initialement, les 

bioinoculants, principalement des bactéries fixatrices d‘azote comme Rhizobium, étaient 

appliqués sous forme liquide relativement simple directement sur les semences (Aloo et al., 

2022). Ces inoculants qui étaient principalement conçus pour des tests en laboratoire et des 

applications expérimentales à petites échelle, étaient souvent préparés à partir des cultures 

bactériennes fraîches mélangées à de l‘eau ou à des solutions nutritives, permettant une 

application facile mais offrant une stabilité et une efficacité limitées en raison de la faible 

survie des bactéries dans les conditions environnementales défavorables à cause de l‘absence 

d‘agents stabilisants (Fadiji et al., 2024). Pour pallier ces limites, des améliorations ont été 

apportées au fil des années. Outre le liquide porteur et les micro-organismes, des 

stabilisateurs, des agents dispersants et des tensioactifs ont été intégrés aux bioinoculants 

liquides afin d‘améliorer leur qualité physico-chimique (Brar et al., 2006). Par exemple, des 

polysaccharides comme le PVP (polyvinylpyrrolidone) ou des osmoprotecteurs comme tels 

que l‘ectoine et le glycerol peuvent être ajoutés pour renforcer la stabilité microbienne et 

prolonger la durée de conservation (Brahmaprakash et al., 2020). Des innovations comme les 

émulsions et les nanoparticules bioactives ont également, vu le jour (Vishnu et al., 2024). 

Cependant, l'absence d‘un support solide les rend sensibles à la contamination et aux 

conditions et périodes de stockage prolongées (Chaudhary et al., 2020). Ces formulations sont 

appliquées principalement sur les semences, mais trouvent aussi des usages variés dans le 

traitement direct des cultures et la restauration des sols dégradés (Bashan et al., 2014). 

Les bioformulations solides sont réalisées en mélangeant le micro-organisme bénéfique avec 

un support solide, qui est utilisé comme véhicule. La tourbe est le support privilégié dans ce 

type de formulation. Avec sa grande surface, sa grande capacité de rétention d'eau et sa 
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composition, elle offre un environnement favorable à l'activité métabolique et à la 

multiplication cellulaire pendant le stockage (Khan et al., 2023). Cependant, les composés de 

tourbe peuvent affecter le développement de certains micro-organismes (Malusá et al., 2012). 

Outre la tourbe, divers autres supports sont utilisés, tels que le biochar, la bagasse, le compost 

de liège, l'attapulgite, la sépiolite, la perlite et la silice amorphe (Albareda et al., 2008 ; 

Chaudhary et al., 2020). Les bioformulations solides comprennent les granulés, les 

microgranules, les poudres mouillables (PM), les granulés mouillables (GM)/granulés 

dispersibles dans l'eau (GDE) et les poussières (Malusá et al., 2012). Ces bioformulations 

solides peuvent être appliquées comme amendement du sol (Bashan et al., 2014). 

En raison de la forte demande de bioinoculants à base de PGPR dans le secteur 

agricole et afin de surmonter les limitations liées aux bioformulations conventionnelles 

(solides et liquides), la science s'est orientée vers le développement de nouvelles formulations, 

assurant une meilleure viabilité, une plus grande stabilité pendant le stockage et le transport, 

une facilité d'utilisation et de meilleures performances sur le terrain (Çakmakçı, 2019). De 

plus, ces formulations doivent garantir le succès de l'application dans des conditions extrêmes, 

telles que les sols salins, acides ou alcalins, les températures élevées et la sécheresse 

(Çakmakçı, 2019). Les formulations immobilisées des PGPR dans des polymères ou 

l'encapsulation sont une technologie avancée, prometteuse et en développement rapide qui 

présente des avantages significatifs par rapport aux autres formulations (Fig.5). 

L'encapsulation tend à recouvrir les cellules vivantes d'une matrice polymère qui sert de 

microenvironnement protègeant les cellules et leurs métabolites des conditions extérieures 

défavorables. Ce processus est également appelé immobilisation. La co-immobilisation se 

produit lorsque plusieurs souches sont appliquées (Chaudhary et al., 2020). Dans le secteur 

agricole, la bioencapsulation présente des avantages essentiels par rapport aux autres 

bioformulations. En plus du grand nombre de cellules piégées dans les capsules formées, ce 

processus stabilise la viabilité des cellules microbiennes pendant et après l'encapsulation, en 

particulier pendant de longues périodes de stockage ou même lors de l'application aux 

cultures ; maintient l'efficacité des propriétés des activités liées à la promotion de la 

croissance végétale à long terme ; et assure la libération lente contrôlée et progressive des 

cellules à proximité du site ciblé, pour une colonisation rhizosphérique et racinaire efficace 

(Rojas-Sánchez et al., 2022).   

La bioencapsulation s'effectue généralement en trois étapes distinctes :  

Dans la première étape, le principe actif ou le micro-organisme est mélangé et absorbé dans 

une matrice polymère. Puis dans la deuxième étape, qui est une opération mécanique, une 
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solution liquide est dispersée sous agitation, où des particules solides se forment. Dans la 

troisième étape, les particules formées lors de l'étape précédente subissent une polymérisation 

et une stabilisation physico-chimique (Chaudhary et al., 2020). 

L'encapsulation dans des macroparticules (1 à 4 mm de diamètre) est une technologie 

prometteuse, notamment dans les pays en développement, car elle ne nécessite pas 

d'équipements ou de matériaux spéciaux, et les procédés requis sont généralement disponibles 

(Bashan, 2016). Les microbilles, avec un diamètre d‘environ 1 mm se distinguent par leur 

capacité à assurer un taux de survie élevée et une efficacité accrue sur terrain. Cependant, 

malgré ces avantages largement discutés, la technologie des microbilles deux défauts majeurs, 

qui sont le coût relativement élevé des matériaux requis et l'appareillage spécifique nécessaire 

au développement du procédé (Bashan, 2016). Le tableau 1 résume les principales catégories 

de bioformulation abordées, leurs sous-catégories, ainsi que les supports et caractéristiques 

associés. 

 

 

Fig.5. Schéma des principaux avantages de la bioformulation conventionnelle et de la 

bioencapsulation. 
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Tab.1. Caractéristiques principales des catégories de bioformulation (Khan et al., 2023) 

Catégorie principale Sous-catégories Support utilisé Caractéristiques 

Solide 

Granules 

Particules sèches, 

ingrédients actifs (5-

20%), particules 

grossières (100-

1000µm), non 

poussiéreuses 

Granules de blé, appâts 

à base de semoule de 

maïs, gluten, farine de 

coton, gélatine, 

alginate de sodium, 

semoule de blé et 

granulés de pesta 

Poudres mouillables 

(PM) 

50 à 80 % de poudre, 

15 à 45 % de charge, 1 

à 10 % de dispersant et 

3 à 5 % de tensioactif 

Mélanges de son de blé 

et de sable, mélange de 

sciure de bois, de sable 

et de mélasse, fumier 

de ferme, talc, charbon 

de bois 

Les granulés 

mouillables 

(GM)/granulés 

dispersibles dans l'eau 

(GDE) 

Petits granulés, non 

poussiéreux, fluides, 

avec agent dispersible 

sec, respectueux de 

l'environnement et 

facilement miscibles à 

l'eau 

De l'eau ou d'autres 

liquides 

Liquide 

Concentré de 

suspension 

Non poussiéreux, 

mesurable et facile à 

verser pour le 

processus de 

pulvérisation 

Eau, bouillon, jus de 

fruits et 

polyvinylpyrrolidone 

(PVP) 

Concentré fluide 

miscible à l'huile 

Suspension avec 

principes actifs dans un 

liquide organique 

Liquide organique 

Encapsulée 
Macro et 

microencapsulation 

Enrober de cellules 

microbiennes dans un 

matériau polymère 

pour produire des billes 

Polymères naturels, 

(alginate, agarose, 

chitosane, cellulose, 

collagène, xanthane) et 

polymères synthétiques 

(polyéthylène glycol, 

alcool polyvinylique, 

polyuréthane, 

polyéthersulfone, 

polypropylène, sulfate 

de polystyrène sodique 

et polyacrylate, 

polyacrylonitrile-

sodium-

méthallysulfonate) 
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9. Techniques d’encapsulation 

Plusieurs techniques d‘encapsulation par des procédés physicochimiques sont décrites 

dans la littérature, et d‘autres continuent d‘émerger afin de développer de nouvelles 

formulations. Selon  Hudson et Margaritis (2014), il existe 20 techniques pour l‘élaboration 

des capsules polymériques dont chacune a ces fins d‘utilisation,  nécessite des matériaux et 

des équipements différents et a des avantages et inconvénients, qui sont :(1) gélification 

externe, (2) émulsification et gélification interne, (3) méthode de réticulation par émulsion, 

(4) technique de microémulsion inverse, (5) extraction par émulsion-solvant, (6) méthode de 

diffusion par solvant d'émulsification, (7) méthode de coalescence par émulsion-gouttelettes, 

(8) coacervation complexe, (9) méthode micellaire inverse, (10) méthodes d'auto-assemblage, 

(11) émulsification eau dans huile, (12) procédé de désolvatation, (13) méthode de 

coacervation par pH, (14) émulsification, (15) technologie de nanoparticules liées à 

l'albumine (nab), (16) auto-assemblage, (17) méthode de désolvatation, (18) méthodes 

impliquant des dérivés de pullulane hydrophobisés, (19) méthode de synthèse de micelles 

inverses, et (20) émulsification-diafiltration. Les techniques de gélification ionique (extrusion 

ou réticulation), d'émulsification et de séchage par atomisation sont les plus souvent utilisées 

pour l'encapsulation des PGPR (Vejan et al., 2019) (Fig.6). 

9.1. Séchage par atomisation 

Le séchage par atomisation est un procédé de déshydratation bien connu et courant 

pour la production d'inoculum microbien immobilisé commercialisable (Schoebitz et López 

Belchí, 2016). Au cours de ce procédé, les cellules bactériennes sont dispersées dans un 

matériau support. L'émulsion résultante est ensuite dirigée vers une chambre de séchage pour 

subir une atomisation en impliquant de l'air chaud ou du gaz. La ventilation de l'extracteur 

génère par l'évaporation suivante du solvant pour ne laisser que de la poudre, qui est en fait 

des microcapsules sèches (Saberi Riseh et al., 2021). Bien que le séchage par atomisation soit 

une méthode rentable et fournisse des microcapsules stables, de qualité et rapidement 

solubles, il présente un certain nombre d'inconvénients, notamment dans le choix et la 

sélection du matériau, qui doit être de faible viscosité et de concentration et solubilité élevées 

et avoir des caractéristiques de séchage infaillibles (Sehrawat et al., 2022). En plus du 

matériau, la température de séchage élevée est un paramètre clé qui influence l'encapsulation 

et la survie des cellules bactériennes au cours du procédé. Cela nécessite une optimisation 

contrôlée de la température d'entrée et de sortie et un matériau adéquat afin d'avoir des 

capsules stables, viables et homogènes (Schoebitz et López Belchí, 2016). 
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9.2. Émulsification 

Les émulsions huile-dans-eau ou eau-dans-huile sont également utilisées pour former 

des capsules contenant des PGPR. Les polymères sont mis en suspension dans l'eau et 

mélangés à des huiles non miscibles. La suspension microbienne est ensuite ajoutée sous 

agitation (Vemmer et Patel, 2013). Cette technique donne des microcapsules dont la taille 

diffère selon la méthode d'émulsification et la vitesse d'agitation, tandis que la distribution de 

taille est généralement plus élevée que celle des techniques de goutte à goutte (Vemmer et 

Patel, 2013). Diverses méthodes d'émulsification sont décrites dans la littérature, telles que la 

gélification thermique et la polymérisation interfaciale (Vemmer et Patel, 2013). Les 

polymères tels que l'alginate de sodium, la gélatine ou la gomme arabique (Saberi Riseh et al., 

2021) et les huiles telles que l'huile de soja et l'huile de paraffine sont les matériaux les plus 

utilisés dans les techniques d'émulsification (Liffourrena et Lucchesi, 2018 ; Pour et al., 

2019). 

Cependant, cette technique présente plusieurs limitations. La production de 

microcapsules repose sur des étapes d‘agitation et de mélange qui peuvent causer des pertes 

significatives en viabilité microbienne en raison des forces de cisaillement élevées. Par 

ailleurs, le recours à des huiles non miscibles peut poser des défis en termes de compatibilité 

environnementale et de coûts, notamment lorsqu‘elles sont utilisées à grande échelle (Eratte et 

al., 2018). De plus, la stabilité des capsules obtenues peut être affectée par la difficulté de 

contrôler précisément la taille et l‘uniformité des microcapsules, ce qui influence leur 

performance sur le terrain. Enfin les procédés d‘émulsification nécessitent souvent des 

équipements spécifiques et un contrôle rigoureux des paramètres, ce qui peut limiter leur 

application pour des productions industrielles à faible coût (Eratte et al., 2018).   

9.3. Gélation ionique 

La gélification ionique est une technique très appréciée et utilisée dans le monde entier 

en raison de coûts de production abordables et de conditions méthodologiques accessibles 

(Saberi Riseh et al., 2021). Cette technique consiste à disperser une solution aqueuse 

d'alginate de sodium contenant l'agent microbien souhaité sur une solution contenant des 

cations divalents, comme le chlorure de calcium. Un hydrogel est alors formé après 

solidification des gouttelettes après interaction entre la chaîne polymère de la charge négative 

contenue dans l'alginate de sodium et les cations Ca
2+

 (Saberi Riseh et al., 2021). Cette 

technique génère des billes uniformes dont la taille peut varier de quelques micromètres à 

plusieurs millimètres, selon la taille de l'aiguille, et peut donc être adaptée à la 



CHAPITRE I : ÉTAT DE L‘ART 

 

 Page 36 
 

macroencapsulation et à la microencapsulation. De plus, des billes à l'échelle nanométrique 

sont formées par des dispositifs d'encapsulation spéciaux (Anandhakumar et al., 2017). 

D'autres polymères, tels que les dérivés de pectinate et la gomme de guar, sont utilisés comme 

alternative à l'alginate de sodium, tandis que le gluconate de calcium, le Ba
2+

 et le Cu
2+

 sont 

utilisés pour remplacer le CaCl2 (Vejan et al., 2019). En outre, les billes obtenues par 

gélification ionique sont caractérisées par leur uniformité, leur capacité à encapsuler 

efficacement les micro-organismes tout en préservant leur viabilité et leur aptitude à libérer 

progressivement les bactéries (Riseh et al., 2022). Ces caractéristiques font de la gélation 

ionique une méthode incontournable dans le développement des bioinoculants modernes. 

 

 

Fig.6. Schéma des principales techniques d'encapsulation des PGPR. 

 

10. Propriétés et choix des supports polymériques 

Il a déjà été établi que la qualité et l'efficacité de la formulation sont largement 

influencées par le support. Ce dernier est le constituant prédominant de la formulation, qui va 

transporter le microorganisme vivant et dans la concentration souhaitée jusqu'au champ tout 

en préservant ses performances (Bashan et al., 2014). Selon Bashan et al. (2014), un support 

idéal devrait avoir les caractéristiques suivantes : (i) est biodégradable et non toxique et ne 
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présente aucun risque pour les humains, les animaux et l'environnement ; (ii) permet la 

préservation du microorganisme et de ses performances sur une longue période de stockage ; 

(iii) est disponible à un coût raisonnable et facile à manipuler et assure une libération 

contrôlée du microorganisme ; (iv) est facile à fabriquer et à combiner avec des additifs ou 

des nutriments ; et (v) est adapté aux souches PGPR et possède des caractéristiques 

physicochimiques permettant une capacité de rétention d'eau élevée. 

10.1. Alginate de sodium 

L'alginate de sodium est un polysaccharide abondant dans les parois cellulaires des 

algues brunes, et également présent dans les parois de certaines espèces bactériennes, telles 

que Pseudomonas et Azotobacter (Dobrinčić et al., 2020). Ce polymère est constitué de 

résidus β-d-mannuronate et α-l-guluronate dont les groupes carboxylates portent une charge 

nette négative (Dobrinčić et al., 2020). L'alginate est appliqué dans de nombreux domaines, à 

savoir pharmaceutique, alimentaire et agricole (Tønnesen et Karlsen, 2002 ; dos Santos Silva 

et al., 2011). Parmi ses applications, il est considéré comme le substrat de choix pour 

l'encapsulation des PGPR compte tenu de sa biodégradabilité, de sa biocompatibilité, de sa 

disponibilité, de sa nature non toxique, de son coût relativement faible et de sa capacité à 

résister aux conditions acides du sol et à piéger un grand nombre de cellules microbiennes et à 

permettre leur diffusion lente et progressive (Sosnik, 2014 ; Simó et al., 2017). L'alginate 

hydrosoluble forme un hydrogel irréversible après avoir réagi avec des acides ou des sels 

contenant des cations divalents (Thakur et al., 2018). L'alginate à base d'acide guluronique a 

une affinité ionique plus élevée que l'alginate à base d'acide mannuronique, et la matrice de 

gel se forme après diffusion de cations dans la solution d'alginate après échange de Na
+
 avec 

Ca
2+

 et formation d'un pont ionique entre les deux chaînes (Montanucci et al., 2015). 

Cependant, il a été rapporté que la présence de certains agents antigélifiants, tels que Mg
2+

, ou 

d'agents chélatants, tels que le citrate, peut affecter l'intégrité des capsules d'alginate (Verma 

et al., 2020). La combinaison de l'alginate avec d'autres polymères, tels que le chitosane et la 

gélatine, semble être la solution (Saberi Riseh et al., 2021). 

10.2. Chitosane 

Le chitosane peut également être utilisé comme support de formulation pour les micro-

organismes bénéfiques pour les plantes (Chanratana et al., 2018). Le chitosane est constitué 

de longues chaînes d'unités N-acétyl glucosamine (GlcNAc). Il comprend également des 

unités N-glucosamine (GlcN), qui sont plus abondantes que la GlcNAc (Naveed et al., 2019). 

Cet oligosaccharide partage les mêmes caractéristiques de biodégradabilité, de non-toxicité, 
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de facilité de manipulation et de faible coût que l'alginate (Naveed et al., 2019). Le chitosane 

peut également induire la production d'osmorégulateurs dans les plantes et présenter des 

activités antimicrobiennes importantes (Vassilev et al., 2020). L'inconvénient majeur de 

l'utilisation du chitosane comme support pour l'encapsulation des microbes est sa résistance 

mécanique limitée et sa faible flexibilité de chaîne (Qu et Luo, 2020). Sa combinaison avec 

d'autres polymères, tels que l'alginate et l'amidon, peut améliorer ces caractéristiques en 

renforçant sa structure et sa stabilité physicochimique (Belščak-Cvitanović et al., 2015). Dans 

une étude récente, le chitosane à différentes concentrations (0,3–3 %) a été utilisé en 

combinaison avec 2 % d'alginate pour l'encapsulation de Methylobacterium oryzae, avec une 

viabilité maintenue par formulation de 10
7
 UFC/ml et une survie de 80 % après 3 mois de 

stockage. L'application a montré une meilleure promotion de la croissance des plantules de 

tomate par rapport aux formulations d'alginate seul (Chanratana et al., 2018). Une autre 

équipe de recherche a encapsulé avec succès Azospirillum brasilense et Pseudomonas 

fluorescens dans une formulation de chitosane (3 %) et d'amidon (8 %). La formulation a 

assuré la viabilité de 10
9
 UFC/g pour A. brasilense et de 10

8
 UFC/g pour P. fluorescens après 

12 mois de stockage à température ambiante (Perez et al., 2018). 

10.3. La chitine 

La chitine est un autre biopolymère utilisé dans l'encapsulation comme charge 

(Vassilev et al., 2020). La chitine est le deuxième biomatériau le plus abondant dans la nature 

après la cellulose, présent notamment dans les levures, les champignons, les insectes et les 

invertébrés marins (Hudson et Jenkins, 2001). C'est un homopolymère de 2-acétamido-2-

désoxy-β-D-glucopyranose. La chitine est appelée chitosane lorsque la forme amine libre est 

désacétylée à plus de 50 % (Hudson et Jenkins, 2001). La chitine présente également des 

propriétés antimicrobiennes importantes et est utilisée comme agent d'enrobage des semences 

; cela semble stimuler la sécrétion de chitinases végétales pour contrôler l'invasion de 

parasites nuisibles (Hudson et Jenkins, 2001). L'ajout de chitine dans une bioformulation à 

base d'alginate a induit la synthèse de chitinase dans Penicillium janthinellum et amélioré sa 

capacité à solubiliser le phosphate (Vassilev et al., 2020). La chitine est insoluble dans la 

plupart des solvants courants, ce qui limite son utilisation dans certains processus 

d'encapsulation (Vejan et al., 2019). 

11. Propriétés et choix des additifs 

En plus des polymères porteurs nécessaires aux processus d'encapsulation, des additifs 

sont ajoutés aux formulations afin de réduire leur coût et d'améliorer certaines 
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caractéristiques, telles que la survie et les performances sur le terrain (Vassilev et al., 2020), 

et de maintenir la stabilité des cellules à l'intérieur des billes pendant la formulation, le 

stockage et le transport vers les champs d'application (John et al., 2011), ce qui permet de 

contrôler la libération et de s'adapter rapidement à l'environnement d'application. Il existe une 

large gamme d'additifs, tels que l'amidon, l'argile, l'acide humique, le lait écrémé et les sucres 

(Vassilev et al., 2020). Cependant, le choix de l'additif le plus adéquat qui convient aux types 

de cellules encapsulées et au support utilisé est essentiel et doit être bien étudié (John et al., 

2011). 

11.1. Amidon 

L‘amidon contient deux types d‘alpha-glucanes, l‘amylose et l‘amylopectine dont les 

concentrations varient selon l‘origine botanique de l‘amidon (Seetharaman et Bertoft, 2012). 

L‘amidon est un polymère bon marché et très abondant, et son ajout comme additif aux 

formulations d‘alginate a toujours été un succès. L‘amidon améliore la résistance au stress 

physique et protège contre les rayons UV nocifs (Bashan et al., 2002). De plus, il a un effet 

protecteur, grâce à l‘adhésion cellulaire à ses granules. Cela protège les bactéries du stress 

notamment pendant l‘étape critique de séchage, et aide à maintenir une population 

microbienne stable sur une longue période de stockage (Schoebitz et al., 2012). De plus, des 

niveaux élevés d‘amidon augmentent la viscosité et diminuent la porosité des capsules, ce qui 

permet une diffusion plus contrôlée des micro-organismes dans l‘environnement (Vassilev et 

al., 2020). La combinaison alginate–amidon est prometteuse, en particulier pour les micro-

organismes qui peuvent utiliser l‘amidon comme source de carbone ; ce résultat est confirmé 

par des images de microscopie électronique qui montrent une distribution homogène entre les 

particules des deux polymères (Schoebitz et al., 2012). 

11.2. Acide humique 

Les substances humiques constituent l'élément majoritaire de la matière organique du 

sol, de l'eau et des sédiments (Olivares et al., 2017) dont l'acide humique assemble divers 

composants hétérogènes de faible poids moléculaire (Young et al., 2006). La composition 

chimique exacte des acides humiques est difficile à établir et diffère selon plusieurs 

paramètres géographiques, climatiques et biologiques. Les acides humiques comprennent 

généralement des groupes fonctionnels phénoliques, acides carboxyliques, énoliques, 

quinoniques et éthers, des sucres et des peptides (de Melo et al., 2016). La présence d'acide 

humique dans le sol en vrac de la plante ou dans la rhizosphère s'est avérée très favorable ; 

elle accélère l'absorption des nutriments, du carbone et de l'azote en plus de l'induction du 
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métabolisme secondaire (Nardi et al., 2017). L'acide humique favorise également la formation 

de racines latérales et de poils racinaires, car il stimule la chimiotaxie au sein de la 

communauté microbienne de la rhizosphère, conduisant ainsi à une colonisation 

rhizosphérique et endophyte efficace (Olivareset al., 2017). Cet acide a déjà démontré un effet 

bénéfique significatif sur différentes cultures, notamment la canne à sucre, la tomate, le 

haricot commun et le maïs (Olivares et al., 2017). 

L'acide humique forme des liaisons chimiques fortes avec l'alginate, ce qui donne des 

capsules stables et performantes. L'immobilisation des souches de Pseudomonas putida et de 

Bacillus subtilis dans des billes d'alginate supplémentées en acide humique appliquées à des 

plantes de Lactuca sativa a montré une augmentation significative de la hauteur des pousses 

et des racines après inoculation par rapport au témoin libre (Rekha et al., 2007). Ainsi, l'ajout 

de 1 % d'acide humique dans 2 % de formulation d'alginate d'une souche de Bacillus subtilis a 

permis de maintenir une viabilité élevée après 5 mois de stockage et d'assurer une promotion 

réussie de la croissance des plants de laitue dans des conditions gnotobiotiques (de Melo et 

al., 2016). Parallèlement, l'encapsulation de la souche Azospirillum brasilense AbV5 dans des 

capsules d'alginate supplémentées en acide humique a assuré un taux de survie élevé et une 

viabilité élevée après 90 jours de stockage (Zago et al., 2019). 

11.3. Minéraux argileux 

Les minéraux argileux sont les minéraux les plus répandus dans la biosphère. Ces 

minéraux présentent des caractéristiques physicochimiques exceptionnelles, en plus de leur 

grande capacité de rétention d'eau et de leur teneur élevée en carbone et en potassium. 

L'activité biogéochimique des micro-organismes résulte de leur interaction avec ces minéraux 

; ces derniers sont impliqués dans la croissance et l'activité métabolique dans les processus 

microbiens et divers autres processus microbiens (Fomina et Skorochod, 2020). La bentonite, 

la perlite et le kaolin sont les minéraux argileux les plus couramment utilisés comme additifs 

dans les procédés d'encapsulation des PGPR. 

11.3.1. Bentonite 

La bentonite est largement utilisée dans l'industrie pharmaceutique et dans l'agriculture 

comme vecteur de médicaments et de pesticides (Li et al., 2009). Zohar-Perez et al. (2003) 

ont déduit que l'utilisation de 0,5 % de bentonite et 0,5 % de kaolin en combinaison avec 2 % 

d'alginate augmente l'épaisseur des parois des capsules, ce qui conduit à maintenir un taux de 

survie élevé après les avoir exposées aux rayons UV. La combinaison de la bentonite avec 

l'alginate de Raoultella planticola a permis d'augmenter la porosité des capsules et, par 
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conséquent, de réguler la diffusion du microorganisme dans le sol (He et al., 2015). Wu et al. 

(2012) ont utilisé un mélange d'alginate, d'amidon et de bentonite pour la formulation 

bactérienne de Raoultella planticola Rs-2. Cette combinaison s'est avérée meilleure pour une 

libération contrôlée dans des conditions de stress abiotique. La combinaison de bentonite et 

d'amidon a été conçue pour l'immobilisation de Pseudomonas putida Rs-198 dans l'alginate ; 

ce mélange a augmenté le taux de survie pendant le stockage. De plus, l'application de cette 

formulation aux plantes de coton soumis à un stress salin a conduit à une colonisation 

racinaire plus efficace et à une augmentation de la biomasse et de la teneur en protéines 

solubles (He et al., 2016). 

11.3.2. Perlite 

La perlite est un matériau inorganique naturel poreux et structurellement amorphe qui 

présente une très haute résistance chimique physique et biologique (Lobo et al., 2019). La 

perlite a été utilisée comme alternative à la tourbe pour la formulation de souches de 

Rhizobium. Ce matériau a permis de maintenir un pourcentage élevé de survie après stockage 

à 25 °C pendant 120 jours et d'augmenter les performances des rhizobiums dans la promotion 

de la croissance des plantes de soja (Albareda et al., 2008). Selon Sari et al. (2012), l'ajout de 

perlite dans les bioformulations à base de polymères offre une meilleure stabilité mécanique 

et protège contre les menaces microbiennes et contre les conditions physicochimiques 

défavorables. De plus, la présence de perlite dans une formulation à base d'alginate–paraffine 

de Pseudomonas putida a amélioré la stabilité mécanique des microcapsules avec une 

meilleure colonisation des racines d'Arabidopsis thaliana après 21 jours de colonisation 

(Liffourrena et Lucchesi, 2018). 

11.3.3. Kaolin 

La composition chimique du Kaolin riche en kaolinite en fait l'un des minéraux 

argileux les plus importants de l'industrie (Murray, 2006). Une souche de Streptomyces 

griseus a été formulée en alginate seul et en alginate (2,5%) additionné de kaolin (1:4 

kaolin/alginate). L'ajout de ce minéral a non seulement amélioré l'efficacité de la formulation 

mais a permis de contrôler efficacement une souche phytopathogène de Fusarium oxysporum 

f.sp. cubense par rapport à la formulation à base d'alginate seule (Zacky et Ting, 2015). De 

plus, une formulation lyophilisée de Streptomyces sp. à base d'alginate et de kaolin a 

efficacement supprimé le champignon pathogène Rhizoctonia sur les plantes de tomates 

(Sabaratnam et Traquair, 2002). 
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11.4. Sucres 

Plusieurs sucres sont utilisés dans les technologies de bioencapsulation comme agents 

protecteurs externes (Vassilev et al., 2020). Les sucres, tels que le tréhalose, le saccharose, le 

glucose et le fructose, protègent contre la pression osmotique et la dessiccation pendant l'étape 

de séchage (Morgan et al., 2006). Les sucres peuvent être ajoutés aux formulations après la 

récolte des cellules ou ajoutés aux milieux de culture car ils ont le potentiel d'être absorbés et 

agrégés dans le cytoplasme (Berninger et al., 2018). L'effet protecteur du tréhalose consiste à 

maintenir une membrane intacte et fluide, grâce aux liaisons hydrogène formées avec les 

protéines dans des conditions de dessiccation (García, 2011). Le tréhalose ajouté au milieu de 

culture a amélioré la survie de Bradyrhizobium japonicum (Streeter, 2003) et a renforcé la 

viabilité de Raoultella terrigena pendant le séchage (Schoebitz et al., 2012). Le saccharose a 

protégé Pantoea agglomerans pendant le processus de séchage par atomisation en le 

protégeant contre la dessiccation lors de l'étape de séchage (Costa et al., 2000), tandis que le 

glucose en combinaison avec du lait écrémé et de la polyvinylpyrrolidone K-90 a permis une 

survie de 78 % de Beauveria bassiana après 12 mois de stockage à 30 °C (Mishra et al., 

2013). D'autres mono- et disaccharides sont également utilisés comme protecteurs, tels que le 

fructose et le lactose (Costa et al., 2000). 

11.5. Lait écrémé 

Le lait écrémé est également utilisé comme agent protecteur et comme source de 

nutriments dans les bioformulations (Vassilev et al., 2020). Plusieurs études ont rapporté 

l'utilisation de lait écrémé dans l'immobilisation de PGPR. Un support d'alginate et du lait 

écrémé ont été utilisés pour l'encapsulation de deux souches bactériennes, Pseudomonas 

fluorescens et Burkholderia cepacia, et l'application de leurs microcapsules a amélioré la 

croissance des plants de blé dans des conditions semi-arides (Saxena, 2011). Dans une autre 

étude, Pseudomonas fluorescens a été immobilisé dans de l'alginate et du lait écrémé, ce qui a 

entraîné une libération efficace du micro-organisme dans le sol (Power et al., 2011). Ainsi, le 

lait écrémé en combinaison avec de l'argile a amélioré les performances d'Enterobacter sp. 

dans les conditions du sol (Vassilev et al., 2020). De plus, Bashan et al. (2002) ont découvert 

que le lait écrémé avait un effet positif significatif sur le nombre de cellules d'Azospirillum 

brasilense piégées et sur la libération efficace dans le sol adjacent de la plante.  

11.6. Talc 

Le talc, un silicate hydraté de magnésium naturellement abondant et économique, est 

aussi utilisé comme additif dans les formulations d‘alginate en raison de ses propriétés 



CHAPITRE I : ÉTAT DE L‘ART 

 

 Page 43 
 

physico-chimiques (Hubballi et al., 2023). Il améliore la résistance mécanique des capsules ce 

qui est très important lors de la manipulation et de l‘application sur terrain. De plus, le talc 

offre une protection physique contre les variations de température contribuant à maintenir une 

meilleure viabilité des bactéries encapsulées sur de longues périodes de stockage (Hubballi et 

al., 2023). Le talc agit également comme un support absorbant qui favorise une meilleure 

rétention d‘humidité ce qui réduit le stress hydrique pendant le séchage et le stockage. Des 

études ont montré que l‘intégration du talc dans des formulations de PGPR telles que 

Azospirillum brasilense et Pseudomonas fluorescens améliore significativement leurs 

performances sur terrain, notamment en augmentant leur capacité à coloniser les racines et à 

promouvoir la croissance des plantes (Prasad et Babu, 2017). 

De nombreux autres matériaux sont utilisés comme additifs dans la technologie 

d'encapsulation des micro-organismes, tels que les hydrolysats de protéines, le glycérol, le 

silicium, l'acide polyactique, les strigolactones, la carboxyméthylcellulose (CMC), le sorbitol, 

le polyéthylène glycol (PEG), le glutamate de sodium, le mannitol et la gélatine (Berninger et 

al., 2018 ; Vassilev et al., 2020). L'ajout de ces additifs dépend en grande partie de la méthode 

d'encapsulation utilisée, du type de support utilisé et des micro-organismes formulés. 

12. Progrès récents dans l’encapsulation des biofertilisants et des agents stimulateurs de 

croissance 

Au cours des deux dernières décennies, de nombreux résultats de recherche ont été 

obtenus sur l‘application des PGPR encapsulées à des fins de biofertilisation et d'amélioration 

de la croissance (Tab.2). La bioformulation d'engrais et de promoteurs de croissance a été 

largement étudiée, et le succès de leur application sur le terrain a été rapporté. He et al. (2015) 

ont rapporté que Raoultella planticola Rs-2 encapsulée dans des microcapsules d'alginate-

bentonite pourrait être une option peu coûteuse comme engrais, grâce à leurs propriétés de 

libération lente et à leur taux de survie relativement élevé. Chanratana et al. (2018) ont 

découvert que Methylobacterium oryzae CBMB20 formulé dans du chitosane humide 

produisait un effet significatif sur la longueur des pousses et des racines et le poids sec des 

plants de tomates, et que les bactéries encapsulées dans des microbilles avaient un meilleur 

taux de survie après 21 jours d'application dans les sols de serre. Methylobacterium oryzae 

encapsulé dans des microbilles de chitosane pourrait être une technique nouvelle et faisable 

pour l'application de fertilisation du sol. Une autre étude a démontré que l'application in vivo 

aux plantes de laitue de billes contenant la bactérie favorisant la croissance des plantes 

Bacillus subtilis CC-pg104 obtenait une promotion de croissance significative en augmentant 
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la longueur des pousses et des racines et en assurant une colonisation efficace des racines et 

de la rhizosphère ; ainsi, l'acide humique ajouté à cette formulation a stimulé la viabilité de 

ces cellules pendant le stockage, a assuré une libération cellulaire progressive et a protégé les 

bactéries contre les facteurs environnementaux défavorables (Young et al., 2006). Dans une 

autre étude, John et al. (2013) ont utilisé de l'huile de canola et de la gomme xanthane pour la 

formulation de Sinorhizobium meliloti. Un effet significatif sur la nodulation a été observé 

lors de l'application d'une émulsion contenant 10
5
 UFC/ml sur des graines de luzerne. En plus 

d'améliorer l'indice de nodulation, le Rhizobium fixateur d'azote Sinorhizobium meliloti a 

également augmenté la taille des nodules, la hauteur de la plante, le poids sec des pousses et le 

poids sec des racines. De même, Rojas-Padilla et al. (2022) ont étudié l'encapsulation de 3 

souches de Bacillus (B.megaterium, B.cabrialesii et B.paralicheniformis) dans 2 % d'alginate 

de sodium et leur application sur le blé. Cette bioformulation a significativement amélioré les 

paramètres biométriques des plantes comme la hauteur de la tige, le poids sec et la teneur en 

chlorophylle. 

Tab.2. Exemples de caractéristiques des bioformulations de PGPR et de leurs objectifs 

d‘application (Balla et al., 2022). 

Micro-organisme Support Additifs 
Méthode 

d’encapsulation 
But d’application Plante 

Raoultella planticola 
Alginate de 

sodium 
Bentonite Gélation ionique biofertilisant / 

Pseudomonas putida 

Alginate de 

sodium + 

paraffine 

Bentonite 
Émulsification 

 

Promotion de la 

croissance des 

plantes 

/ 

Methylobacterium 

oryzae 

Alginate de 

sodium + 

chitosane 

/ Gélation ionique 

Promotion de la 

croissance des 

plantes 

tomate 

Bacillus subtilis 
Alginate de 

sodium 

Acide 

humique + 

glycérol 

Gélation ionique 

Promotion de la 

croissance des 

plantes 

Laitue 

Pseudomonas putida 

+ Bacillus subtilis 

Alginate de 

sodium 

Acide 

humique 
Gélation ionique 

Promotion de la 

croissance des 

plantes 

Laitue 

Azospirillum 

brasilense 

Alginate de 

sodium 

Acide 

humique 

+tréhalose + 

tourbe 

Gélation ionique 

Promotion de la 

croissance des 

plantes 

Blé 

Pseudomonas putida 

Alginate de 

sodium 

+paraffine 

perlite 
Émulsification 

 

Promotion de la 

croissance des 

plantes 

Arabidopsis 

thaliana 

Pseudomonas 

Fluorescens 

Pseudomonas putida 

Eudragit + 

copolymère 

méthacrylique 

silice 
Séchage par 

atomisation 
biofertilisant / 
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Micro-organisme Support Additifs 
Méthode 

d’encapsulation 
But d’application plante 

Bacillus subtilis 

 

Pseudomonas 

corrugata 

Alginate de 

sodium 
Lait écrémé Gélation ionique 

Promotion de la 

croissance des 

plantes 

Maïs 

Pseudomonas 

fluorescens 

 

Burkholderia cepacia 

Alginate de 

sodium 
Lait écrémé Gélation ionique 

Biofertilisant dans 

un sol salin 
Blé 

Klebsiella oxytoca 
Sodium 

alginate 
/ Gélation ionique 

Biofertilisant dans 

un sol salin 
Coton 

Sinorhizobium 

meliloti 

Huile de 

canola + 

gomme 

xanthane 

/ 
Émulsification 

 

Promotion de la 

nodulation et de la 

croissance des 

plantes 

Luzerne 

13. État actuel et perspectives de bioformulations commerciales des PGPR 

La majorité des produits commerciaux à base de PGPR disponibles à ce jour se 

présentent sous des formes solides ou liquides. Ces bioformulations sont développées pour 

une large gamme de cultures et sont utilisées sur plusieurs continents, illustrant leur 

importance croissante dans les systèmes agricoles modernes (Fadiji et al., 2024). Les produits 

encapsulés restent encore à l‘état expérimental ou limités à des marchés de niche. C‘est 

notamment le cas dans des pays comme l‘Inde et la Chine, où certaines avancées dans la 

commercialisation de formulations encapsulées commencent à émerger (Yang et al., 2024). 

Le tableau ci-dessous présente un aperçu des formulations solides et liquides actuellement 

disponibles dans le marché mondial. 

Tab.3. Résumé des formulations de bioinoculants commercialisées disponibles dans le 

marché des PGPR (Fadiji et al., 2024). 

Produit Composition Cultures ciblées 
Type de 

formulation 

Entreprise de 

fabrication 
Pays 

AzoFer Azospirillum brasilense 
Maïs et grandes 

cultures 
Liquide Biofabrica, Mexique 

Liquifix Bradyrhizobium japonicum Soja Liquide 
Legume 

Technology Ltd. 

Royaume-

uni 

Azoter 

Azospirillum 

brasilense, Bacillus 

megaterium et Azotobacter 

chroococcum 

Cultures horticoles 

et agricoles 
Liquide Azoter Hongrie 

Dimargon Azotobacter chroococcum Café et soja Liquide Biocultivos Colombie 

Utrisha N Mesorhizobium symbioticum 

Riz, maïs, canola, 

tournesol, soja, 

sorgho et betterave 

sucrière 

Liquide 
Corteva 

Agriscience 
USA 
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Produit Composition Cultures ciblées 
Type de 

formulation 

Entreprise de 

fabrication 
Pays 

Bioboost+ 

Burkholderia 

acidovorans et Bradyrhizobiu

m japonicum 

Canola Liquide Lallemand Canada 

Custom N2 Paenibacillus polymyxa 
Cultures horticoles 

et agricoles 

Liquide et 

solide 

Custom 

Biologicals 
USA 

RoshdAfza 

Pseudomonas fluorescens, 

Azotobacter chroococcum 

et Azospirillum brasilense 

Canne à sucre, 

maïs, céréales, 

arbres fruitiers et riz 

Liquide et  

solide 
Biorun company Iran 

TwinN 
Azospirillum sp.  et 

Azorhizobium sp. 

Cultures horticoles 

et agricoles 
Solide 

Mapleton Agri 

Biotec, 

Mapleton 

Australie 

Rhizosum N 

Azotobacter 

vinelandii et Rhizophagus 

irregularis 

Riz, maïs, canola, 

betterave sucrière, 

soja, sorgho et 

tournesol 

Liquide Syngenta Suisse 

NoduleNTM 

Peat 
Souches de Rhizobia Pois chiche Solide 

New Edge 

Microbial 
Australie 

EasyRhizTM Souches de Rhizobia 
Féverole, pois et 

vesce 
Liquide 

New Edge 

Microbial 
Australie 

Optimize LV Bradyrhizobium japonicum Soja Liquide 
Novozymes 

BioAg Ltd. 
Danemark 

Cedomon Pseudomonas chlororaphis Avoine et orge Solide 
Lantmännen 

BioAgri 
Suède 

Nodulator 

N/T 

Bradyrhizobium japonicum et 

Bacillus subtilis 
Soja Liquide BASF Allemagne 

Sol‐B Bacillus mucilaginosus Légumineuses Solide AgriLife Inde 

Bio Gold 
Azotobacter chroococcum et 

Pseudomonas fluorescensin 

Cultures horticoles 

et agricoles 

Liquide et 

solide 

Bio Power 

Lanka 
Sri Lanka 

Serenade 

ASO 
Bacillus subtilis 

Cultures 

maraîchères et 

fruitières 

Liquide 
Bayer 

CropScience 
Allemagne 

Phylazonit M 
Azotobacter chroococcum et 

Bacillus megaterium 

Soja, canola, maïs, 

tournesol et 

céréales 

Liquide Phylazonit Hongrie 

CataPult 
Glomus intraradices et 

Bacillus spp. 
Céréales d'hiver Liquide 

Bio‐Tech 

Organics 
Australie 

NoduMax Bradyrhizobium spp. Soja Liquide UPL OpenAg Nigeria 

QuickRoots 
Trichoderma virens et 

Bacillus amyloliquefaciens 

Maïs, soja, 

tournesol, canola, 

betterave à sucre et 

légumineuses 

Liquide 
Novozymes 

BioAg Ltd. 
Danemark 

LegumeFix 
Bradyrhizobium japonicum et 

Rhizobium sp. 

Légumineuses et 

soja 
Liquide 

Legume 

Technology 

Royaume-

uni 

Jumpstart Pseudomonas bilaiae Cultures multiples Liquide 
Univar 

Solutions Ltd. 
Canada 
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Produit Composition Cultures ciblées 
Type de 

formulation 

Entreprise de 

fabrication 
Pays 

MycoApply 

Glomus intraradices, Glomus 

mosseae, Glomus etunicatum 

et Glomus aggregatum 

Cultures multiples 

Liquide et 

formes 

granulaires 

MAI Australia 

Pty Ltd 
Australie 

TagTeam 

Soybean 

Bradyrhizobium japonicum et 

Pseudomonas bilaiae 
Soja Liquide 

Bayer 

CropScience Pty 

Ltd 

Australie 

Indigo 

biotrinsicWN

29FP 

Clonostachys tenuissimum 
Blé et autres 

céréales 
Liquide Indigo Ag, Inc. USA 
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Partie 1 : Dynamique de colonisation racinaire des rhizobactéries 

encapsulées dans de l'alginate : implications pour la croissance racinaire 

d'Arabidopsis thaliana et les performances du blé dur. 

Les défis agricoles actuels, exacerbés par l‘urbanisation croissante, les changements 

climatiques et la pression démographiques, exigent des solutions durables pour garantir la 

sécurité alimentaire mondiale (Ali et al., 2023). L‘intensification de l‘utilisation d‘engrais et 

de pesticides chimiques a permis d‘augmenter la productivité agricole, mais au prix de graves 

conséquences écologiques et sanitaires (Intisar et al., 2022). En réponse à ces problématiques, 

les approches biotechnologiques fondées sur les micro-organismes suscitent un intérêt 

croissant. Parmi elles, l‘encapsulation des rhizobactéries favorisant la croissance des plantes 

(PGPR) dans des biopolymères biodegradables comme l‘alginate représente une stratégie 

prometteuse qui optimise leur viabilité, leur libération progressive dans la rhizosphère et leur 

efficacité en tant que bioinoculants (Mącik et al., 2020). 

En tant que PGPR, Pantoea agglomerans et Bacillus thuringiensis se distinguent par 

leurs capacités à améliorer la croissance des plantes, et à exprimer plusieurs propriétés 

probiotiques végétales (Azizoglu, 2019 ; Lorenzi et al., 2022). Malgré ces atouts, l‘utilisation 

des bioinoculants encapsulés reste limitée par des contraintes liées à leur conservation et 

viabilité (Rai et al., 2023). Cette partie explore le développement des capsules d‘alginate 

renfermant ces deux bactéries, optimisant leur viabilité, leur activité PGP et leur libération 

progressive dans la rhizosphère. Leurs impacts sur la croissance du blé dur et leur colonisation 

d‘Arabidopsis thaliana sont également évalués. 

1. 1. Souches bactériennes 

Les deux souches bactériennes utilisées dans cette étude sont Pantoea agglomerans 

(souche Pa) et Bacillus thuringiensis (souche B25). Les deux souches ont été sélectionnées à 

partir d'une étude précédente (Saadaoui et al., 2022). La souche Pa a été isolée de la 

rhizosphère de champs de blé dur dans la région de Bou-Saâda, en Algérie, tandis que la 

souche B25 a été isolée de la rhizosphère de blé dur dans le nord de la région de Sétif, en 

Algérie. Les deux souches ont été précédemment testées pour leurs activités de promotion de 

la croissance des plantes et pour l'absence d'antagonisme entre elles (Saadaoui et al., 2022). 
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1.2. Croissance bactérienne sous stress hydrique 

Le milieu liquide Luria Bertani (LB) (Annexe 1) a été préparé en ajoutant du 

polyéthylène glycol (PEG6000) à différentes concentrations (00, 10, 20, 30, 40 et 50 %), et 

inoculé avec 1 % de pré-cultures des deux souches bactériennes. Après une incubation de 48 

heures à 30 °C sous agitation (200 tpm), la croissance a été évaluée en mesurant la densité 

optique à 600 nm à l‘aide d‘un spectrophotomètre. La relation directe entre le potentiel 

hydrique et son effet inhibiteur de croissance a été déduite. 

1.3. Effet des osmoprotecteurs sur la survie bactérienne 

Afin de tester l'effet des osmoprotecteurs sur la croissance et la survie des deux 

souches testées, le milieu LB avec 50% de PEG6000 a été supplémenté avec différents 

osmoprotecteurs (glycine betaïne, choline, glutamate, mannitol et proline). Les 

osmoprotecteurs sont ajoutés au milieu à une concentration finale de 5mM. Les milieux 

inoculés avec 1% de pré-culture ont été incubés sous agitation (200 tpm) à 30°C pendant 48 h. 

La croissance a été mesurée à 600 nm à l'aide d'un spectrophotomètre. 

1.4. Microorganismes et conditions de culture 

Les bactéries, initialement conservées dans 15 % de glycérol à -20 °C, ont été 

cultivées dans 500 ml de milieu LB stérile, ajusté à un pH de 7. Les cultures ont été incubées 

à 30 °C sous agitation (200 tr/min) pendant 48 heures, puis les cellules ont été récoltées par 

centrifugation à 3000 tr/min pendant 30 minutes. Les culots de chaque souche ont ensuite été 

resuspendus dans 10 ml de bouillon tryptone-sel.Pour la co-inoculation, un inoculum 

individuel de chaque souche a été préparé et centrifugé, et les deux culots ont été remis en 

suspension conjointement dans 10 ml de bouillon tryptone-sel.  Les concentrations 

bactériennes dans la solution finale de tryptone-sel ont été estimées à 8,15×10
10

 ( 0,01×10
10

) 

UFC/ml pour Pa et 1,42×10
9
 ( 0,32×10

9
) UFC/ml pour B25. Le mélange bactérien 

comprenait 9,17×10
7
 ( 0,01×10

7
) UFC/ml de Pa et 8,48×10

8
 ( 0,33×10

8
) UFC/ml de B25. 

La technique d‘étalement par dilution sur boîtes de gélose de LB à 30 °C pendant 24 h a été 

utilisée pour l'estimation de la concentration bactérienne. 

1.5. Bioencapsulation des cellules 

La méthode d'extrusion (gélation ionique) a été utilisée comme technique de bioformulation 

suivant la méthode décrite par Wu et al. (2011). La solution matricielle a été préparée en 

mélangeant 1% d'acide alginique (A-7128 Sigma, Steinheim, Allemagne, 14,000 cP à 2% et 

25°C) et 5 mM de proline dans de l'eau distillée. Ensuite, 10 ml des suspensions bactériennes 
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précédemment préparées ont été mélangées à 100 ml de solution matricielle stérile et agitées 

pendant 30 min pour obtenir une solution homogène. Le mélange est transféré dans une 

seringue stérile puis déposé sur une solution stérile de CaCl2 (2%) sous agitation (150 tpm). 

Après 30 min de contact avec la solution de calcium, les billes gélifiées ont été récupérées, 

lavées 5 à 6 fois avec de l'eau distillée stérile et déposées sur du papier filtre dans une boîte de 

Pétri et séchées stérilement sous flux laminaire pendant 24 h à température ambiante. Les 

billes séchées ont été stockées à 4°C jusqu'à utilisation ultérieure. 

1.6. Efficacité d'encapsulation (EE) 

Le nombre de bactéries non piégées restantes dans la solution de CaCl2 après le 

développement des capsules a été évalué selon Panichikkal et al. (2021), par l'équation 

suivante : 

EE = (N0 - Ne)/N0 × 100 

Où : N0 est le nombre de bactéries dans la solution d'alginate et Ne représente le nombre de 

bactéries présentes dans la solution de CaCl2. 

Le dénombrement bactérien sur gélose nutritive (GN) à partir de différentes dilutions a été 

utilisé pour déterminer le nombre de bactéries dans les deux solutions. Toutes les boîtes de 

gélose nutritive étalées ont été incubées à 30 °C pendant 24 h. 

1.7. Taux de survie 

Le taux de survie des bactéries pendant le processus d'encapsulation a été déterminé 

selon Chi et al. (2020) en divisant le nombre de bactéries contenues dans les billes séchées 

(N) par le nombre de bactéries contenues dans les billes fraîches (N0) selon l'équation 

suivante : 

(N/N0) × 100 

1.8. Vérification de la viabilité cellulaire et des activités PGP pendant le stockage 

1 g de billes séchées, stockées à 4 °C, a été prélevé tous les mois et dissous dans 10 ml 

de tampon phosphate 0,1M (pH 7,0) à 30 °C pendant 1 h dans un agitateur rotatif à 200 

tr/min. Ces billes ont, ensuite, été broyées de manière stérile dans la même solution et les 

bactéries libérées ont été comptées à l'aide de la méthode conventionnelle de dénombrement 

sur gélose en boites. En bref, une série de dilutions de chaque bioformulation a été préparée 

dans une solution saline stérile à 0,85 %, puis 0,1 ml de chaque dilution a été étalé sur des 

boîtes de GN. Les unités formant des colonies (UFC/g) ont été calculées après incubation à 30 

°C / 24 h. 
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Pour analyser la production d'acide indole acétique (AIA) par les bactéries piégées 

dans les capsules séchées, 100 µl de la matière broyée de chaque bioformulation ont été 

inoculés dans 10 ml de bouillon nutritif supplémenté de 0,2 % de L-tryptophane ; les tubes ont 

été incubés à 30°C pendant 4 jours. Après incubation, le surnageant a été recueilli par 

centrifugation à 12 000 tr/min pendant 10 min et 0,5 ml de surnageant a été mélangé à 1 ml de 

réactif de Salkowski (Annexe 2). Les tubes ont, ensuite, été conservés dans l'obscurité 

pendant 30 min. Le développement d'une couleur rouge a été observé comme une indication 

positive de la production d'AIA et l'absorbance a été lue à 530 nm. La quantité d'AIA (µg/ml) 

a été calculée selon une courbe d'étalonnage d'AIA pur déterminée précédemment (Kerbab et 

al., 2021). 

La production de sidérophores a été évaluée en utilisant le milieu Chrome Azurol S 

(CAS) selon Saidi et al. (2021). 10 ml de milieu King B (Annexe 3) restreint en fer ont été 

inoculés avec 100 µl de matière broyée de chaque bioformulation et incubés à 30°C pendant 4 

jours. Après centrifugation des cultures à 12 000 tr/min pendant 10 min, 500 µl du réactif 

CAS (Annexe 4) ont été ajoutés aux 500 µl du surnageant. Le mélange a, ensuite, été incubé 

dans l'obscurité pendant 30 min. Le changement de couleur du bleu à l'orange indique la 

production de sidérophores et leur production a été lue à 630 nm. Le pourcentage d'unités 

sidérophores a été déterminé selon la formule : 

Décoloration (%) = [(Ar ×As)/Ar] 100 

Où Ar est l'absorbance du contrôle et As est l'absorbance de l'échantillon. 

L'estimation quantitative de la solubilisation du phosphate par les bactéries 

encapsulées a été déterminée sur un milieu liquide Pikovskaya (PVK) (Annexe 5), contenant 

du phosphate insoluble. 10 ml de PVK liquide ont été inoculés avec 100 µl d'homogénat 

bactérien broyé et incubés à 30°C /7 jours. Les cultures ont été récoltées par centrifugation à 

12 000 tr/min pendant 10 min et le phosphore en culture a été estimé à l'aide de la méthode 

décrite par Slama et al. (2019). 500 µl de surnageant ont été mélangés avec 500 µl d'acide 

trichloracétique (TCA) à 10 % (p/v) dans un tube à essai auquel 4 ml de réactif coloré ont été 

ajoutés (rapport 1:1:1:2 de H2SO4 3M, molybdate d'ammonium à 2,5 % (p/v), acide 

ascorbique à 10 % (p/v) et eau distillée) et incubés à température ambiante pendant 30 min. 

L'absorbance de la couleur bleue a été mesurée à 630 nm. La quantité de phosphate soluble a 

été détectée à partir de la courbe standard de KH2PO4. 

Toutes les expériences décrites ci-dessus ont été réalisées en triplicat. 
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1.9. Propriétés de gonflement 

L'étude du gonflement des capsules a été réalisée selon Wu et al. (2011). 1 g de billes 

séchées a été immergé dans une solution de 10 ml de NaCl à 0,85 % pendant 10 jours. Les 

billes gonflées ont été retirées chaque jour et l'excès de solution a été éliminé en pressant 

doucement les billes entre deux morceaux de papier absorbant. Les billes gonflées ont, 

ensuite, été pesées à l'aide d'une balance électronique de précision. Le taux de gonflement a 

été estimé selon le ratio : 

Taux de gonflement = Ws/Wd × 100 

Où : 

Ws est le poids des billes gonflées à l'instant t et Wd est le poids des billes sèches initiales à 

t0. Toutes les expériences ont été réalisées en triplicat. 

1.10. Propriétés de libération 

L‘objectif de cette expérimentation est de tester l‘efficacité des capsules pour stocker 

et libérer progressivement les bactéries dans un environnement donné. 

La libération cumulative de cellules bactériennes viables libérées à partir des capsules 

bioformulées a été mesurée en immergeant 1 g de capsules du stock après 6 mois de stockage 

à 4°C, dans 10 ml de PBS (pH 7,2) (Annexe 6) et en les incubant pendant 60 jours à 

température ambiante. Les volumes ont été prélevés à différents intervalles et le nombre de 

cellules dans la solution collectée a été déterminé par la méthode de de dénombrement sur la 

gélose nutritive en boîtes. Toutes les expériences ont été réalisées en triplicat. 

1.11. Test d’Arabidopsis thaliana 

1.11.1. Conditions de croissance 

Pour évaluer l'effet de la colonisation racinaire par des bactéries libres et encapsulées 

sur la croissance et le développement d'Arabidopsis thaliana, des graines de type sauvage 

Columbia Col-0, fournies par Lehle Seeds (États-Unis), ont été stérilisées en surface. La 

stérilisation a été réalisée en les immergeant successivement dans de l'éthanol à 70 % pendant 

1 minute, puis dans une solution d'hypochlorite de sodium à 1 % pendant 5 minutes. Les 

graines ont ensuite été rincées six fois avec de l'eau distillée stérile. 

Pour la germination sur milieu gélosé, les graines ont été semées à la surface d'un 

milieu ½ Murashige et Skoog (MS) (pH 5,7) (Annexe 7) dépourvu de saccharose et 

supplémenté avec de l'agar à 0,8 % (p/v). Toutes les boîtes ont été recouvertes et scellées avec 

du papier Parafilm et placées dans une chambre de germination maintenue à 22 ± 2°C avec 

une photopériode de 16 h de lumière/8 h d'obscurité. Quatre jours après la germination, 10 
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plantules ont été transférées dans la moitié d'une boîte de Petri contenant MS (½). Pour les 

cultures libres, chaque bactérie a été inoculée individuellement avec une concentration 

cellulaire de 1×10
8
 ( 0,2×10

8
) UFC/ml sur une moitié de la boîte de Petri. Dans l'autre 

moitié, 50 billes séchées ont été disposées pour chaque bioformulation encapsulée. 

Chaque traitement comprenait 5 répétitions avec un total de 50 plantules. Les boîtes ont été 

incubées pendant 11 jours dans les mêmes conditions de germination. À la fin de cette 

période, la longueur des racines et la biomasse des racines et des feuilles ont été enregistrées. 

La capacité des souches libres et encapsulées à s'attacher et à coloniser les racines des 

plantules a été estimée visuellement à l'aide de la procédure au chlorure de 

triphényltétrazolium (TTC) (Tsavkelova et al., 2004), tandis que le logiciel ImageJ a été 

utilisé pour analyser la surface foliaire. 

Les boîtes ont été divisées en cinq groupes représentant les cinq traitements qui sont : 

(1) plantules non inoculées (contrôle négatif), (2) plantules inoculées avec B25 libre (B25 L), 

(3) plantules inoculées avec B25 encapsulée (B25 E), (4) plantules inoculées avec Pa libre (Pa 

L), (5) plantules inoculées avec Pa encapsulée (Pa E). 

1.11.2. Estimation des chlorophylles et des caroténoïdes 

Les chlorophylles a, b, totales et les caroténoïdes ont été déterminés selon la méthode 

Kerbab et al. (2021). Une quantité de 0,5 g de feuilles de chaque échantillon a été coupée en 

petits segments (0,5 cm), homogénéisée dans 10 ml d'acétone à 80 % et conservée à -10 °C 

pendant une nuit. L'extrait organique a été centrifugé à 14 000 tr/min pendant 5min et 

l'absorbance du surnageant a été mesurée par spectrophotomètre à 663 nm pour les 

chlorophylles a (chla), à 645 nm pour les chlorophylles b (chlb) et à 470 nm pour déterminer 

les caroténoïdes. 

Chla = (12,70 A663 - 2,69 A645) 

Chlb = (22,90 A645 - 4,68 A663) 

Chla+b = (20,21 A645 + 8,02 A663) 

Caroténoïdes = ((1000 A470 - 1,9 Chla - 63,14 Chlb)/214) 

1.12. Effets de l'application de rhizobactéries libres et encapsulées sur la croissance du 

blé dur 

1.12.1. Désinfection et germination des graines 

Les graines de blé de la variété Bousselam (Triticum durum L.c.v Bousselam) 

(Pedigree : Heider/Marli/Heider-Cro ICD-414-1BLCTR-4AP) ont été désinfectées en surface 
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avec de l'éthanol (70 % pendant 1 min), puis avec de l'hypochlorite de sodium (1 % pendant 

30 min) et rincées plusieurs fois avec de l'eau distillée stérile. Les semences stérilisées ont été 

mises à germer sur du papier filtre dans des boîtes de Petri contenant 10 ml d'eau distillée 

stérile à 22°C/48 h dans l'obscurité. 

1.12.2. Préparation de l'inoculum bactérien libre 

Les deux souches ont été inoculées dans du bouillon LB sous agitation constante à 150 

tr/min pendant 48 h à 30 °C. Les cultures ont été centrifugées à 3 000 tr/min pendant 30 min. 

Le culot de chaque souche a été suspendu dans une solution saline stérile à 0,85 % et ajusté à 

1×10
8
 ( 0,2×10

8
) UFC/ml. 

1.12.3. Semis et croissance des graines 

Des pots en plastique (9 cm de diamètre et 10 cm de hauteur), désinfectés avec une 

solution d'hypochlorite de sodium ont été remplis de 550 g de sable stérilisé à 180 °C / 1 h, 

pendant 3 jours alternés. Ces pots ont été arrosés avec 10 % (v/p) d'une solution de ½ 

Hoagland (Annexe 8) avant le semis. 

Pour les échantillons inoculés avec des souches libres, des graines germées (radicule de 3 

mm) ont été utilisées. Cinq graines ont été semées par pot, à une profondeur de 1 cm sous la 

surface du sol. Chaque pot a ensuite été ensemencé avec 1 ml de suspension d'une culture 

fraîche, préparée comme décrit précédemment. 

Pour les échantillons encapsulés, 1 g de capsules a été prélevé après 6 mois de stockage à 4 

°C. Ces capsules contenaient 3,05×10⁷ (± 0,15×10⁷) UFC/g pour B25 et 5,7×10⁶ (± 0,04×10⁶) 

UFC/g pour Pa. Elles ont été placées à 1 cm de profondeur, à proximité des graines semées. 

Les pots ont été répartis en cinq groupes correspondant aux cinq traitements suivants : 

(1) graines non inoculées (contrôle négatif), (2) graines inoculées avec B25 libre (B25 L), (3) 

graines inoculées avec B25 encapsulé (B25 E), (4) graines inoculées avec Pa libre (Pa L), (5) 

graines inoculées avec Pa encapsulé (Pa E). 

Les pots ont été conservés pendant 45 jours dans une chambre de culture à une température 

moyenne jour/nuit de 25°C et 16°C respectivement et une photopériode lumineuse de 16 h. 

L'humidité des pots a été contrôlée par un arrosage périodique avec des doses constantes d'eau 

stérile (Silini et al., 2016). 

Les plantes ont été récoltées après 45 jours, les racines ont été lavées à l'eau distillée et les 

pousses ont été séparées. Les paramètres morphologiques (longueurs des pousses et des 

racines, poids frais et sec) et les paramètres biochimiques (pigments chlorophylliens, sucres 
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totaux et protéines totales) ont été analysés. La survie bactérienne a été déterminée en 

analysant la capacité de colonisation rhizosphérique et racinaire des bactéries inoculées. 

Pendant le traitement, les plantes ont été retirées à deux moments différents (après 15 et 30 

jours) avant la récolte finale pour l'analyse des paramètres morphologiques et des 

dénombrements bactériens rhizosphériques, épiphytes et endophytes. 

1.12.4. Évaluation des paramètres morphologiques 

Les longueurs des pousses et des racines (cm) et le poids frais et sec des pousses et des 

racines (g) ont été mesurés. Les mesures morphologiques ont été effectuées en triplicat. 

1.12.5. Dosage des chlorophylles et des caroténoïdes 

Les teneurs en chlorophylle a, b, totale et en caroténoïdes ont été déterminées en 

triplicat, comme décrit précédemment. 

1.12.6. Estimation des sucres totaux 

L'extraction des sucres totaux à partir de feuilles et de racines fraîches a été réalisée 

selon le protocole suivant : 3 ml d'éthanol (80 %) ont été ajoutés à 0,1 g de feuilles. Le 

mélange a été incubé à température ambiante dans l'obscurité pendant 48 h. Ensuite, le 

mélange a été chauffé à 80 °C dans un bain-marie pour évaporer l'éthanol, puis 20 ml d'eau 

distillée ont été ajoutés au mélange. Les sucres totaux ont été déterminés selon la méthode de 

Dubois et al. (1956). Le mélange réactionnel contenait 0,5 ml de l'échantillon, 0,5 ml d'une 

solution de phénol (5 %) et 2,5 ml d'acide sulfurique 12 M. L'intensité de la couleur 

proportionnelle à la concentration en sucre a été mesurée par spectrophotomètre à DO=490 

nm. Les valeurs obtenues ont été traduites en concentrations de glucose par référence à une 

courbe d'étalonnage préalablement établie.  

1.12.7. Estimation des protéines totales 

La teneur en protéines solubles a été estimée en broyant 0,25 g d'échantillons de tissus 

frais (pousses et racines) dans de l'azote liquide. La poudre obtenue a été solubilisée dans 5 ml 

de tampon phosphate de potassium 0,1 M, pH 7,0. Après centrifugation de l'homogénat à 12 

000 tr/min et 4 °C pendant 15 min, la concentration de protéines solubles surnageantes a été 

déterminée par spectrophotométrie selon Lowry et al. (1951).  

L‘ensembledes paramètres biochimiques a été réalisés en triplicat. 
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1.12.8. Dénombrement des bactéries rhizosphériques 

1 g de sable rhizosphérique a été homogénéisé dans 10 ml d'eau physiologique stérile 

et agité pendant 10 min. Une quantité de 100 µl de l'échantillon et de chaque dilution 

décimale allant de 10
-1

 à 10
-6

 a été étalée en double sur gélose nutritive et incubée à 30 °C / 

48h. Le nombre de bactéries a été exprimé en UFC/g de sol. 

1.12.9. Dénombrement des bactéries épiphytes des racines 

1 g de racines de chaque traitement a été lavé 3 fois à l'eau distillée stérile afin 

d'éliminer tout le sable attaché, puis les racines ont été transférées dans 10 ml d'eau 

physiologique stérile et agitées pendant 15 min. Des dilutions allant de 10
-1

 à 10
-6

 ont été 

préparées et le nombre d'épiphytes attachés aux racines a été déterminé en étalant 100 µl de 

chaque dilution sur un milieu nutritif gélosé. L'incubation a été réalisée à 30°C / 48 h et le 

nombre de bactéries a été exprimé en UFC/g de racines. 

1.12.10. Dénombrement des bactéries endophytes des racines 

La surface des racines a d'abord été désinfectée en immergeant les racines dans de 

l'éthanol à 70 % pendant 1 min, puis dans de l'hypochlorite de sodium à 1 % pendant 20 min 

et rincée plusieurs fois à l'eau distillée stérile. Pour vérifier l'efficacité de la désinfection des 

racines, l'eau de lavage finale a été étalée sur de la gélose nutritive et les boîtes ont été 

incubées à 30 °C / 48 h. Une quantité de 1 g de racines désinfectées a été broyée et 

homogénéisée dans 10 ml d'eau physiologique stérile. Des dilutions en série de 100 µl jusqu'à 

10
-6

 des échantillons ont été étalées à la surface du milieu GN et incubées à 30 °C / 48 heures. 

Le nombre de bactéries a été exprimé en UFC/g de racines. 

1.13. Analyse statistique 

L'analyse statistique des données a été réalisée à l'aide d'une analyse de variance 

(ANOVA) et lorsque des effets significatifs ont été détectés, les groupes ont été comparés à 

l'aide d'un test HSD de Tukey post hoc. Le niveau de signification utilisé pour tous les tests 

statistiques était de 5 % (p < 0,05). Les programmes statistiques utilisés dans l'analyse étaient 

Graphpad Prism 9.4.0 et OriginPro 2022. 
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Partie 2 : Amélioration de la croissance du blé dur et de la survie 

bactérienne grâce aux biofertilisants encapsulés avec additifs naturels : 

effet de Pantoea agglomerans Pa et Bacillus thuringiensis B25. 

Les défis mondiaux, tels que les changements climatiques et la croissance 

démographique, exigent une agriculture durable capable de répondre aux besoins alimentaires 

croissants. Cependant, les pratiques agricoles intensives actuelles basées sur l‘utilisation 

massive de fertilisants et pesticides chimiques, ont des impacts environnementaux et 

sanitaires alarmants (Toromade et al., 2024). Dans ce contexte, les rhizobactéries promotrices 

de la croissance des plantes (PGPR) représentent une solution écologique et durable pour 

améliorer la productivité agricole (Alzate Zuluaga et al., 2024). Bien qu‘efficaces, les 

inoculants microbiens conventionnels se heurtent à des limites, notamment une viabilité 

réduite en conditions défavorables (Rai et al., 2023). 

L‘encapsulation des PGPR dans les matrices protectrices, telles que l‘alginate enrichi 

en additifs comme l‘argile ou le talc, offre une approche innovante pour surmonter ces 

contraintes (Balla et al., 2022). Ces matrices protègent les micro-organismes favorisant leur 

survie et leur efficacité sous stress environnementaux. Dans ce contexte, Pantoea 

agglomerans et Bacillus thuringiensis émergent comme des candidats prometteurs pour la 

biofertilisation, en raison de leurs activités phytostimulantes et leur capacité à coloniser la 

rhizosphère des plantes (Lorenzi et al., 2022 ; Gomis‐Cebolla et Berry, 2023). 

Cette partie met en évidence le développement de biofertilisants innovants en 

encapsulant P. agglomerans Pa et B. thuriengiensis B25 dans des matrices d‘alginate enrichis 

en additifs tels que l‘argile et le talc. Ces formulations visent à améliorer la survie des 

bactéries, leur libération contrôlée et leur capacité à coloniser efficacement la rhizosphère et 

l‘endosphère du blé dur.  

2.1. Analyses physico-chimiques des bioformulations 

Afin de caractériser la nature des interactions entre l‘alginate et les additifs incorporés 

dans les matrices, des billes non chargées ont été préparées et soumises à diverses analyses 

physico-chimiques. Ces investigations avaient pour objectif de déterminer si les mélanges 

étaient de simples associations physiques ou s‘ils conduisaient à la formation de nouveaux 

composés, susceptibles d‘améliorer les propriétés fonctionnelles de la matrice. 
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2.1.1. Préparation des billes non inoculées 

Les billes non inoculées ont été préparées par extrusion (gélation ionique) en 

mélangeant dans de l'eau distillée 3% d'acide alginique (A-2158 Sigma-Aldrich, États-Unis 

d‘Amérique) avec divers additifs, les solutions matricielles sont obtenues avec des 

concentrations finales de 0,4% de perlite, 3% d‘amidon, 5% de talc et 5% d‘argile. Les billes 

témoins étaient exclusivement composées d'alginate. 

Par la suite, le mélange est déplacé dans une seringue manuelle, puis déposé sur une 

solution de CaCl2 (2%) en agitant (150tr/min). Les billes gélifiées sont récupérées après 30 

min de contact avec la solution de calcium, lavés avec de l'eau distillée et placées sur un 

papier filtre dans une boîte de Pétri, puis séchées sous flux pendant 24 h à température 

ambiante. Les échantillons étaient au nombre de 6 représentant les différents traitements qui 

sont :  

3% Alginate 

3% Alginate + 0.4% perlite (93763-70-3, VWR Chemicals, États-Unis d‘Amérique) 

3% Alginate + 3% amidon (S9765, Sigma-Aldrich, Allemagne) 

3% Alginate + 0.4% perlite + 3% amidon 

3% alginate + 5% talc (C8110, LAB Alley, États-Unis d‘Amérique) 

3% Alginate + 5% argile (MVF 300, Argile verte du Velay, France) 

2.1.2. Spectroscopie infrarouge à transformée de Fourier (FTIR) 

Des films d'alginate et de différents lots des mélanges d'alginate et d'additifs ont été 

préparés selon une méthode rapportée par Rohman et al. (2021). Brièvement, la solution de 

mélange a été versée sur une surface plane et séchée au four à 45 °C pendant 10 h. Les films 

minces obtenus ont été appliqués directement sur la cellule ATR (Attenuated Total 

Reflection) du spectromètre (Shimatzu spectrometer). Les échantillons ont ensuite été scannés 

de 4 000 à 400 cm
−1

 à une résolution de 4 cm
−1

. 

2.1.3. Analyse par diffraction des rayons X (DRX) 

Les billes séchées formées à partir d'alginate et de divers mélanges d'additifs ont été 

broyées et transformées en poudre et les échantillons obtenus ont été caractérisés à l'aide d'un 

diffractomètre à rayons X (Phillips Xpert-Pro) équipé d'un rayonnement Cu Kα à une tension 

de 40 kV, un courant de 50 mA et à température ambiante. Les diffractogrammes ont été 

enregistrés de 5° à 80° (2) à une vitesse angulaire de 1° (2) min
−1

. Les phases cristallines et 

les impuretés associéesdes polymères organiques ont été identifiées à l'aide de la DRX. 
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2.2. Analyse de la morphologie 

L‘analyse de la morphologie des billes a été réalisée en mesurant le facteur de 

sphéricité (FS) à l‘aide du logiciel ImageJ selon la méthode décrite par Kaur et al. (2023). Un 

FS=0 indique une forme parfaitement sphérique et il est calculé comme suit :  

FS = [(dmax-dmin)/ (dmax+dmin)] 

Où : (dmax) est le diamètre maximum et (dmin) est le diamètre minimum. 

En fonction des résultats obtenus par les analyses FTIR et DRX, ainsi que des résultats 

du calcul du facteur de sphéricité, l‘argile et le talc ont été séléctionnés comme additifs pour 

les formulations utilisées dans les expériences subséquentes. 

2.3. Souches bactériennes 

P. agglomerans Pa et B. thuringiensis B25 ont été incluses dans cette étude. Pour 

préparer les pré-cultures, une colonie de chaque souche a été inoculée dans 5 ml de bouillon 

LB et incubée toute la nuit. Les suspensions bactériennes (10
8
cellules /ml) obtenues ont, 

ensuite, été utilisées pour l'étape suivante. 

2.4. Effet des additifs sur la croissance bactérienne 

Afin d‘évaluer l‘effet des matrices sur la croissance bactérienne, les deux souches 

bactériennes ont été cultivées dans un milieu LB additionné de 3% d‘alginate, de 3% 

d‘alginate combiné avec 5% d‘argile et de 3% d‘alginate combiné avec 5% de talc. Des 

dénombrements cellulaires ont été réalisés après incubation des cultures à 30°C sous agitation 

à 150tr/min pendant 48h. Les cultures ont été diluées en effectuant des dilutions décimales (de 

10
-1

 jusqu‘à 10
-9

). 100 µl de chacune des dilutions obtenues sont étalées sur des boîtes de GN 

et incubées à 30°C pendant 24h. Le milieu LB seul a été utilisé comme contrôle pour 

comparer les effets des différents additifs sur la croissance bactérienne. 

2.5. Préparation des inoculums 

Pour la préparation des inoculums, six boîtes de gélose de LB solide ont été étalées par 

100 µl de pré-culture de chacune des souches et incubées à 30 °C / 16 h. Après incubation, la 

biomasse microbienne a été récupérée en raclant la surface de la gélose avec une anse en 

platine, puis en lavant soigneusement la surface avec de l'eau distillée stérile. Le contenu raclé 

ainsi que les eaux de lavage ont ensuite été mis en suspension dans 10 ml de solution 

tryptone-sel. Puis, 100 µl de la suspension bactérienne ainsi que de chaque dilution décimale, 

allant de 10
-1

 à 10
-9

, ont été étalés sur gélose GN et incubés à 30°C/24h. 
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Les densités bactériennes utilisées dans les matrices d‘encapsulation, étaient les suivantes : 

Nature de la matrice 
Densités bactériennes (UFC/ml) 

B25 Pa 

Alginate 3,93 × 10
9
 ( 0,09 × 10

9
) 1,17 × 10

10
 ( 0,06 × 10

10
) 

Alginate + argile 2,9 × 10
9
 ( 0,37 × 10

9
) 1,28 × 10

10
 ( 0,09 × 10

10
) 

Alginate + talc 3,93 × 10
9
 ( 0,01 × 10

9
) 5,34 × 10

9
 ( 0,04 × 10

9
) 

 

2.6. Bioencapsulation des cellules 

La solution matricielle d‘alginate a été préparée en mélangeant 3% d'alginate et 5mM 

de Proline dans de l'eau distillée. La composition de la matrice alginate-argile est donnée 

comme suit : 5% d‘argile sont ajoutés à la solution de 3% d‘alginate, tandis que 5% de talc 

sont ajoutés à la même solution d‘alginate pour la matrice alginate-talc. Ensuite, 10 ml de la 

suspension bactérienne préalablement préparée sont mélangés avec 100 ml de chaque solution 

matricielle stérile et agitée pendant 30 min pour obtenir une solution homogène. La 

bioformulation cellulaire a été réalisé par la méthode d'extrusion comme décrit 

précédemment. 

Les expériences suivantes ont été réalisées selon les protocoles détaillés dans la partie 1. 

2.7. Efficacité d'encapsulation  

L‘efficacité d‘encapsulation a été évaluée en mesurant le nombre de bactéries non 

piégées, et calculée selon la formule décrite par Panichikkal et al. (2021). 

2.8. Taux de survie 

Le taux de survie a été calculé à partir du ratio des bactéries présentes dans les billes 

séchées par rapport à celles dans les billes fraîches, conformément à Chi et al, (2020). 

2.9. Vérification de la viabilité cellulaire et des activités PGP durant le stockage 

La viabilité bactérienne a été vérifiée sur une période de 12 mois par dénombrement 

sur milieu GN, et les activités PGP (AIA, production de sidérophores et solubilisation du 

phosphate) ont été analysées comme décrit dans les références (Kerbab et al., 2021 ; Saidi et 

al., 2021 ; Slama et al., 2021). 
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2.9. Propriétés de gonflement  

Le gonflement des capsules a été étudié selon Wu et al. (2011) en mesurant le ratio de 

gonflement sur une période de 10 jours. 

2.11. Cinétique de libération 

Les cellules libérées à partir des capsules bioformulées ont été quantifiées à divers 

intervalles, conformément à la méthode décrite précédemment. 

2.12. Effets des irradiations UV sur les cellules bactériennes immobilisées 

Le rayonnement UVC (253.7 nm) a été utilisé pour exposer les cellules bactériennes 

immobilisées dans des billes séchées d'alginate, d'alginate-argile et d'alginate-talc dans des 

conditions stériles à température ambiante. L'expérience a été menée en posant 1g de billes 

sur une boîte de Pétri stérile de 9 cm de diamètre, et en utilisant une hotte à flux laminaire 

pour préserver la stérilité pendant l'irradiation. Pendant une durée de 4 h, une lampe 

SANKYO DENKI, modèle GL20, a été utilisée pour émettre du rayonnement UVC à un débit 

de flux UV de 76.5 μW/cm
2
/1m. Quatre fois (chaque une heure) des billes ont été retirées afin 

de réaliser des dénombrements bactériens selon la méthode traditionnelle de dénombrement 

sur GN (Zohar-Perez et al., 2003). 

2.13. Expérience en pots 

2.13.1. Désinfection et germination des graines 

La désinfection et la germination des graines de blé de la variété Bousselam (Triticum 

durum L.c.v Bousselam) (Pedigree: Heider/Marli/Heider-Cro ICD-414-1BLCTR-4AP) ont été 

réalisées comme indiqué dans la partie 1. En bref, les graines ont été désinfectées en surface 

avec de l'éthanol (70%) et une solution d'hypochlorite de sodium (1%) avant d‘être rincées à 

l'eau distillée stérile et germées à l‘obscurité.  

2.13.2. Préparation de l’inoculum bactérien libre  

Les deux souches B25 et Pa ont été inoculées dans un bouillon LB sous agitation 

constante à 150 tr/min pendant 48 h/30 °C. Les cultures ont été centrifugées à 3 000 tr/min 

pendant 30 min. Le culot de chaque souche a été suspendu dans 0.85% de solution saline 

stérile et ajusté à 10
9 

UFC/ml. La souche commercialisée Bacillus velezensis FZB42 a été 

utilisée comme contrôle positif et inoculée à une densité de 10
7
 UFC/ml. 
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2.13.3. Semis et mise en culture des graines 

Des pots en plastique (10 cm de diamètre et 12 cm de hauteur), désinfectés avec une 

solution d'hypochlorite de sodium, ont été remplis de 750 g de sable stérilisé à 180 °C/1 h 

pendant 3 jours alternés. Les graines germées ont été semées et inoculées comme décrit 

précédemment.  

Les pots ont été répartis en dix groupes représentant les dix traitements qui sont :  

(1) graines non inoculées (Contrôle négatif), (2) graines inoculés avec Bacillus velezensis 

FZB42 (Contrôle positif), (3) graines inoculées avec B25 libre, (4) graines inoculées avec B25 

encapsulée dans l‘alginate, (5) graines inoculées avec B25 encapsulée dans l‘alginate+argile, 

(6) graines inoculées avec B25 encapsulée dans l‘alginate+talc, (7) graines inoculées avec Pa 

libre, (8) graines inoculées avec Pa encapsulée dans l‘alginate, (9) graines inoculés avec Pa 

encapsulée dans l‘alginate+argile et (10) graines inoculés avec Pa encapsulée dans 

l‘alginate+talc. 

Les pots ont été placés dans une chambre de culture à conditions contrôlées suivant le 

protocole décrit par Silini et al. (2016). 

2.13.4. Évaluation des paramètres morphologiques 

Les paramètres morphologiques des plantes récoltées (longueur, poids frais et sec des 

pousses et des racines) ont été mesurés selon la méthode décrite dans la partie 1. 

2.13.5. Peroxydation lipidique 

La peroxydation lipidique dans les feuilles a été déterminée par estimation de la teneur 

en malondialdéhyde (MDA). En effet, 0,2 g de matière fraîche a été découpé en morceaux de 

5 mm et macéré dans 1 ml d'acide trichloroacétique (TCA) (0,1 %) et centrifugé (10 000 

tr/min pendant 5 min). Une quantité de 0,5 ml du surnageant a été ajoutée à 2 ml de TCA (20 

%) contenant 0,5 % d'acide thiobarbiturique. Le mélange a été chauffé à 95°C/30 min puis 

rapidement refroidi dans un bain de glace. Le mélange a été centrifugé à 10 000 tr/min 

pendant 15 min et l'absorbance du surnageant a été mesurée à une DO de 532 nm. La DO a 

été corrigée pour éliminer la turbidité non spécifique en soustrayant la DO de 600 nm. La 

concentration de MDA a été calculée en utilisant le coefficient d'extinction de 155 

mM×1cm×1 (Kerbab et al., 2021). 
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2.13.6. Dosage des chlorophylles et des caroténoïdes 

Les pigments chlorophylliens ont été extraits et quantifiés en suivant la méthode 

décrite par  Kerbab et al. (2021). Les calculs des concentrations ont été effectués à l‘aide des 

formules standards. 

2.13.7. Sucres totaux 

L'extraction des sucres totaux a été réalisée selon le protocole classique de Dubois et 

al. (1956). Les concentrations ont été déterminées par spectrophotomètre à  une DO de 490 

nm.  

2.13.8. Protéines totales 

La quantification des  protéines solubles totales a suivi la méthode de Lowry et al. 

(1951), comme décrit dans la partie1, en utilisant des échantillons frais des racines et des 

pousses. Tous les paramètres biochimiques ont été effectués en triplicat. 

2.13.9. Dénombrement des bactéries rhizosphériques et endophytiques racinaires 

Les méthodes de dénombrement des bactéries rhizosphériques et endophytes sont 

conformes à celle décrites dans la partie précédente. 

2.14. Analyse statistique 

L‘analyse statistique des données a été réalisée à l‘aide des logiciels Graphpad Prism 

9.4.0 et OriginPro2022. Les données ont été analysées par une ANOVA, suivie d‘un test post-

hoc de Tukey pour les comparaisons. 
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Partie 1 : Dynamique de colonisation racinaire des rhizobacteries 

encapsulées dans de l'alginate : implications pour la croissance racinaire 

d'Arabidopsis thaliana et les performances du blé dur. 

1.1. Réponse des souches bactériennes au stress hydrique et ajout d’osmoprotecteurs 

Afin d‘évaluer quel niveau de stress hydrique affectait la croissance bactérienne, les 

souches ont été cultivées dans un milieu LB liquide supplémenté de différentes concentrations 

de PEG6000 (00 %, 10 %, 20 %, 30 %, 40 % et 50 %). La présence de PEG a exercé un effet 

négatif significatif sur la croissance après 48 h d'incubation. Cet effet était proportionnel à 

l'augmentation des concentrations de PEG (Fig. 7A), la croissance des deux souches testées 

diminue de manière maximale à une concentration de 50 %. Par conséquent, cette 

concentration a été sélectionnée pour une étude d‘application d‘osmoprotecteurs. Les deux 

souches ont montré le même comportement en réponse au stress hydrique. L'application 

d'osmoprotecteurs n'a pas révélé d'amélioration significative de la croissance, sauf pour le 

mannitol avec B25 et la proline pour les deux souches (Fig. 7B). L'ajout de ces composés a 

permis d'obtenir, après 48 h, une densité cellulaire nettement plus élevée, avec des valeurs de 

DO de 0,27 et 0,19 pour B25 et Pa, respectivement, contre 0,145 et 0,158 pour les témoins.

 

Fig.7. Effet des (A) différentes concentrations de PEG6000 (%) et (B) différents 

osmoprotecteurs (mM) sur la croissance des souches B25 et Pa. Les graphiques à barres 

représentent l'erreur standard moyenne de trois répétitions. OriginPro2022 a été utilisé pour effectuer une analyse 

statistique, en utilisant une ANOVA à deux facteurs et le post-test de comparaison multiple de Tukey. Les barres 

qui ne sont pas étiquetées avec les mêmes lettres sont significativement différentes entre les traitements selon le 

test HSD post hoc de Tukey. 
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1.2. Bioencapsulation 

Les billes formées après gélification avaient une forme sphérique dont le diamètre 

variait entre 2,48 (±0,18) mm et 3,17 (± 0,18) mm, tandis que le plus grand diamètre après 

séchage est attribué aux billes B25 (1,11 ± 0,06 mm). Le nombre total de cellules viables a été 

calculé à chaque étape du processus d'encapsulation. La concentration cellulaire de départ de 

B25 était de 1,42×10
9
 ( 0,32×10

9
) UFC/ml et celle de Pa était de 8,15×10

10
 ( 0,01×10

10
) 

UFC/ml tandis qu'une concentration de 3,66×10
8
 ( 0,33×10

8
) UFC/ml pour B25 et de 

9,18×10
7
 ( 0,01×10

7
) UFC/ml pour Pa a été ajoutée à la solution de matrice d'alginate pour 

leur mélange (Fig.8A-C). Après bioencapsulation, la viabilité cellulaire n'a pas été modifiée 

de manière significative pour B25 encapsulée seul ou en mélange, ce qui a entraîné un taux de 

survie de 98,60 % après séchage (Tab.4). Le nombre de bactéries dans les billes encapsulées 

séchées de Pa s'est avéré être de 4,48×10
8
 ( 0,09×10

8
) UFC/g et de 1,407×10

7
 ( 0,34×10

7
) 

UFC/g lorsqu'elles étaient encapsulées seules et en combinaison respectivement (Fig.8A-C). 

Ces résultats correspondent à l'excellente efficacité d'encapsulation (EE) où plus de 99 % des 

cellules ont été efficacement piégées dans les capsules de gel pour tous les traitements. 

Tab.4. Caractéristiques des différentes billes d'alginate  

Traitement 
Poids frais 

(mg) 

Poids sec 

(mg) 

Diamètre des 

billes fraîches 

(mm) 

Diamètre des 

billes sèches 

(mm) 

Taux de 

survie 

(%) 

Efficacité 

d’encapsulation      

(EE) (%) 

B25 17,18  1,17 0,24  0,05 3,17  0.18 1,11  0.06 98,60 99,97 

Pa 12,64  0,68 0,55  0,07 2,61  0.1 1,06  0.08 89,68 99,92 

B25+Pa 17,84  1,21 0,51  0,06 2,48  0.18 1,08  0.04 93,23 99,92 
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Fig.8. Survie de (A) B25, (B) Pa et (C) B25+Pa à différentes étapes du processus de 

bioencapsulation. Les graphiques à barres représentent l'erreur standard moyenne de trois répétitions. 

GraphPad Prism 9.4.0  a été utilisé pour effectuer une analyse statistique, en utilisant une ANOVA à deux 

facteurs et le post-test de comparaison multiple de Tukey. Les barres qui ne sont pas étiquetées avec les mêmes 

lettres sont significativement différentes entre les traitements selon le test HSD post hoc de Tukey. 
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1.3. Études du stockage des billes 

1.3.1. Survie des souches encapsulées 

L'analyse de la survie a été réalisée tous les mois après stockage des billes séchées à 

4°C pendant 24 mois. Le nombre de cellules viables dans les billes B25 est resté presque 

constant pendant 24 mois de stockage (Fig.9A). Les billes Pa ont montré un taux de survie 

plus faible : le nombre de cellules viables a atteint 7×10
4
 ( 0,04×10

4
) UFC/g après 12 mois et 

5,3×10
4
 ( 0,07×10

4
) UFC/g après 24 mois de stockage (Fig.9B). Pour les billes de mélange 

bactérien, la charge bactérienne des deux souches a diminué d'un log pendant la première 

phase de stockage (de 1 mois à 6 mois) puis s'est stabilisée et a atteint 5,9×10
3
 ( 0,11×10

3
) 

UFC/g pour B25 et 8×10
4
 ( 0,13×10

4
) UFC/g pour Pa après 24 mois de stockage (Fig.9C). 

Le paramètre de survie peut être utile dans la sélection de bioformulations pour l‘inoculation 

des cultures.  

 

Fig.9. Survie de (A) B25, (B) Pa et (C) B25+Pa pendant 24 mois de stockage. Les graphiques à 

barres représentent l'erreur standard moyenne de trois répétitions. OriginPro2022 a été utilisé pour effectuer une 

analyse statistique, en utilisant une ANOVA à deux facteurs et le post-test de comparaison multiple de Tukey. 

Les barres qui ne sont pas étiquetées avec les mêmes lettres sont significativement différentes entre les 

traitements selon le test HSD post hoc de Tukey. 
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1.3.2. Maintien des caractéristiques PGP par les souches encapsulées au fil du temps 

Afin de vérifier la conservation des propriétés favorisant la croissance des plantes 

pendant le stockage, les activités liées à la phytostimulation (production d'AIA) au 

biocontrôle (production de sidérophores) et à la biofertilisation (solubilisation du phosphate) 

ont été quantifiées chaque mois. Les résultats obtenus ont confirmé que Pa conservait sa 

capacité à produire de l'AIA dans son état encapsulé, où sa production s'est avérée stable 

pendant les 3 premiers mois et a atteint 18,88 µg/ml après 8 mois de stockage (Fig.10A). La 

production d'AIA par les billes de mélange bactérien a connu une baisse initiale significative 

après le premier mois et a atteint 25,8 µg/ml. Une deuxième baisse a été enregistrée après 6 

mois lorsque la production était de 7,98 µg/ml. Après cette baisse, la production d'AIA par Pa 

est restée faible et constante jusqu'à 24 mois de stockage (Fig.10B). La production de 

sidérophores a été détectée dans toutes les bioformulations à des niveaux variables. Une 

activité stable et significative a été observée par les billes de Pa même après 12 mois de 

stockage (Fig.11B) ; tandis qu'une diminution progressive de la production a été enregistrée 

par B25 encapsulée qui a atteint 9,04 % après un an de stockage (Fig.11A). La production de 

sidérophores du mélange bactérien a atteint des niveaux d'activité de 15,6 %, 3,36 % et 2,49 

% après 6 mois, 12 mois et 24 mois de stockage, respectivement (Fig.11C). La solubilisation 

du phosphate s'est avérée élevée dans le cas de la bioformulation de Pa suivie de B25 et de 

leur mélange. L'étude statistique a révélé que la solubilisation du phosphate est restée stable 

chez Pa qui a atteint 102,58 mg/ml après 24 mois (Fig.12B). Pour B25, la quantité de 

phosphate est restée constante du premier mois de stockage jusqu'à 12 mois où elle s'est 

avérée être de 73,09 mg/ml après 12 mois (Fig.12A). Une diminution notable du phosphate 

solubilisé au fil du temps par le mélange encapsulé a été enregistrée, où une quantité de 21,5 

mg/ml a été détectée après 24 mois de stockage (Fig.12C). 
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Fig.10. Production d'AIA par (A) Pa et (B) B25+Pa pendant 24 mois de stockage. Les 

graphiques à barres représentent l'erreur standard moyenne de trois répétitions. OriginPro2022 a été utilisé pour 

effectuer une analyse statistique, en utilisant une ANOVA à deux facteurs et le post-test de comparaison multiple 

de Tukey. Les barres qui ne sont pas étiquetées avec les mêmes lettres sont significativement différentes entre les 

traitements selon le test HSD post hoc de Tukey. 

 

Fig.11. Production de sidérophores par (A) B25, (B) Pa et (C) B25+Pa pendant 24 mois de 

stockage. Les graphiques à barres représentent l'erreur standard moyenne de trois répétitions. OriginPro2022 a 

été utilisé pour effectuer une analyse statistique, en utilisant une ANOVA à deux facteurs et le post-test de 

comparaison multiple de Tukey. Les barres qui ne sont pas étiquetées avec les mêmes lettres sont 

significativement différentes entre les traitements selon le test HSD post hoc de Tukey. 
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Fig.12. Solubilisation du phosphate par (A) B25, (B) Pa et (C) B25+Pa pendant 24 mois de 

stockage. Les graphiques à barres représentent l'erreur standard moyenne de trois répétitions. OriginPro2022 a 

été utilisé pour effectuer une analyse statistique, en utilisant une ANOVA à deux facteurs et le post-test de 

comparaison multiple de Tukey. Les barres qui ne sont pas étiquetées avec les mêmes lettres sont 

significativement différentes entre les traitements selon le test HSD post hoc de Tukey. 

1.4. Étude du gonflement 

Le taux de gonflement a été étudié à température ambiante pendant 10 jours. Les 

capsules de toutes les formulations ont gonflé rapidement le premier jour, une augmentation 

progressive mais négligeable a été notée du 2
ème

 au 8
ème

 jour de l'étude. L'équilibre de 

gonflement est atteint après le 9
ème

 jour où des taux de 590,98 %, 412,06 % et 209 % ont été 

enregistrés pour les capsules B25, Pa et leur combinaison, respectivement (Fig.13). 
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Fig.13. Taux de gonflement (%) des capsules sèches de B25, Pa et B25+Pa. GraphPad Prism 

9.4.0  a été utilisé pour effectuer une analyse statistique, en utilisant une corrélation des moyennes de trois 

répétitions. 

1.5. Cinétique de libération 

Le nombre de bactéries cumulatives libérées par les capsules B25 sèches était 

significativement plus élevé le 7
ème

 jour par rapport au 1
er

 jour (Fig.14). Ce nombre a 

également augmenté après 25 jours et a atteint 8,1×10
6
 ( 0,11×10

6
) UFC/ml le 60

ème
 jour de 

l'expérience. La cinétique de libération du Pa a été divisée en deux phases, dont la première 

s'est déroulée entre le 1er et le 25
ème

 jour, et qui a été régulière et élevée où le nombre de 

bactéries viables libérées et accumulées a varié entre 1,38×10
7
 ( 0,1×10

7
) UFC/ml et 7×10

7
 

( 0,06×10
7
) UFC/ml, tandis que la deuxième phase a été courte et a connu une baisse rapide 

au 30
ème

 jour, le taux de libération a donc diminué et a atteint 8,5×10
5
 ( 0,03×10

5
) UFC/ml 

au 60
ème

 jour. Concernant le mélange bactérien, le taux de libération du Pa était 

significativement plus élevé que celui de B25. Le nombre de cellules B25 vivantes libérées 

des capsules a augmenté régulièrement avec le temps et a atteint un équilibre de libération 

maximal de 3,4×10
6
 ( 0,33×10

6
) UFC/ml après 30 jours (Fig.14). La libération de Pa a 

évolué en déclin progressif à partir du 5
ème

 jour et a atteint un taux de libération minimal de 

1,2×10
6
 ( 0,02×10

6
) UFC/ml après 60 jours (Fig.14). Les deux souches libérées des billes de 

mélange bactérien ont été distinguées en observant leurs phénotypes distinctifs sur la gélose 

nutritive en boites, Pa forme des colonies jaunes, rondes et régulières, d'environ 3 mm de 
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diamètre et de texture lisse, tandis que B25 est caractérisée par des colonies plus grandes que 

celle de Pa, d'environ 8 à 12 mm de diamètre, de forme légèrement irrégulière, de couleur 

blanche et de texture poudreuse. 

 

Fig.14. Cinétique de libération des bactéries à partir des capsules sèches de B25, Pa et 

B25+Pa. GraphPad Prism 9.4.0 a été utilisé pour effectuer une analyse statistique, en utilisant une corrélation 

des moyennes de trois répétitions. 

1.6. Test d'inoculation sur Arabidopsis thaliana : effets sur les paramètres 

morphologiques, la colonisation et les paramètres biochimiques 

1.6.1. Paramètres morphologiques et analyse de la surface foliaire 

Pour évaluer l'effet de l'inoculation des deux souches bactériennes testées sur la 

croissance des plantules d'Arabidopsis thaliana, des boîtes de Petri alimentées avec le milieu 

MS (½) ont été utilisées. Nos résultats montrent que les deux souches utilisées sous forme 

libre et encapsulée sont capables de stimuler la longueur du système racinaire et la production 

de la biomasse végétale (Fig.15A-C). Les billes de B25 ont été efficaces pour augmenter le 

poids frais des racines de 3 fois par rapport aux plantules non inoculées (Fig.15A). Une 

augmentation significative du poids des feuilles a été observée chez les plantules inoculées 

avec B25 et Pa encapsulées par rapport aux mêmes traitements inoculés librement (Fig.15B). 

L'analyse de la surface foliaire a révélé que ce paramètre augmentait significativement chez 

les plantules inoculées avec B25 et Pa par rapport aux plantules non inoculées (Fig.15D), 

indiquant que les plantes inoculées produisaient des feuilles de taille et de forme plus grandes 
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que les plantes témoins. Une augmentation plus prononcée a été notée chez les plantules 

inoculées avec B25 encapsulée, dont la surface foliaire correspondait à 91% de plus par 

rapport à celle des plantules témoins (Fig.15D). Ainsi, l'examen visuel à l'œil nu des boîtes de 

gélose MS a révélé une couleur verte plus intense des rosettes dans les traitements inoculés, 

comparativement au témoin non inoculé (Fig. 15E). 
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Fig.15. Effet de l'inoculation par les bactéries libres (L) et encapsulées (E) sur (A, B) le poids 

frais des racines et des pousses (g), (C) la longueur des racines (cm), (D) la surface foliaire et 

(E) la couleur des rosettes des plantules d'Arabidopsis thaliana cultivées sur milieu MS ½. Les 

graphiques à barres représentent l'erreur standard moyenne de trois répétitions. OriginPro2022 a été utilisé pour 

effectuer une analyse statistique, en utilisant une ANOVA à deux facteurs et le post-test de comparaison multiple 

de Tukey. Les barres qui ne sont pas étiquetées avec les mêmes lettres sont significativement différentes entre les 

traitements selon le test HSD post hoc de Tukey. 

La révélation de la colonisation des racines d'Arabidopsis thaliana par des 

rhizobactéries libres et encapsulées a été réalisée de manière aseptique à l'aide de chlorure de 

triphényltétrazolium (TTC) et les racines ont été photographiées (Fig.16). Une colonisation 

racinaire qualitative des plantules inoculées a été notée avec une différence significative entre 

les racines des inoculums libres et encapsulés qui étaient plus colorées. Ceci suggère 

fortement que le niveau d'attraction entre les racines et les bactéries est plus élevé chez les 

souches encapsulées et que l'adhésion aux racines est plus forte. 
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Fig.16. Illustration de la colonisation des racines d'Arabidopsis thaliana par des bactéries 

libres et encapsulées révélée par le chlorure de triphényltétrazolium (TTC). 

 

1.6.2. Dosage des pigments chlorophylliens 

L'application de billes de B25 et de Pa sur Arabidopsis thaliana a montré une 

augmentation significative de la teneur en pigments chlorophylliens. Les chlorophylles a, b et 

totales ont été significativement améliorées chez les plantes inoculées avec B25 et Pa 

encapsulées, tandis que le traitement avec des souches libres a eu un effet non significatif sur 

la teneur en caroténoïdes dont les niveaux étaient inférieurs aux niveaux témoins (Fig.17A-

D). 
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Fig.17. Effet de l'inoculation bactérienne libre et encapsulée sur la teneur en (A) chlorophylle 

a (mg/g MF), (B) chlorophylle b (mg/g MF), (C) chlorophylle a+b (mg/g MF) et (D) 

caroténoïdes (mg/g MF) des plantules d'Arabidopsis thaliana cultivées sur milieu MS ½. Les 

graphiques à barres représentent l'erreur standard moyenne de trois répétitions. OriginPro2022 a été utilisé pour 

effectuer une analyse statistique, en utilisant une ANOVA à deux facteurs et le post-test de comparaison multiple 

de Tukey. Les barres qui ne sont pas étiquetées avec les mêmes lettres sont significativement différentes entre les 

traitements selon le test HSD post hoc de Tukey. 

1.7. Potentiel des souches bactériennes encapsulées sur la croissance du blé dur 

1.7.1. Paramètres morphologiques 

L'évaluation de l'effet de l'application des souches bactériennes encapsulées sur les 

plantes de blé dur a été réalisée à l'aide des expériences en pots dans des conditions contrôlées 

(Fig.18). Les résultats concernant la hauteur de la plante, le poids frais et sec des racines et 

des pousses sont présentés sur la Figure 19. L'inoculation avec les souches encapsulées a 
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entraîné une augmentation significative de la hauteur des pousses, ainsi que du poids frais et 

sec, par rapport au contrôle négatif (Fig. 19B, D, F). En revanche, l'analyse des résultats 

relatifs à la biomasse et à l'élongation des racines a montré que cette inoculation n'avait aucun 

effet significatif (Fig. 19A, C, E). 

 

Fig.18. Effet de l'inoculation de B25 et Pa libres et encapsulées sur la croissance du blé dur. 
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Fig.19. Effet de l'inoculation bactérienne libre et encapsulée sur (A, B) la longueur des 

racines et des pousses (cm), (C, D) le poids frais des racines et des pousses (g) et (E, F) le 

poids sec des racines et des pousses des plantes de blé dur. Les graphiques à barres représentent 

l'erreur standard moyenne de trois répétitions. OriginPro2022 a été utilisé pour effectuer une analyse statistique, 

en utilisant une ANOVA à deux facteurs et le post-test de comparaison multiple de Tukey. Les barres qui ne sont 

pas étiquetées avec les mêmes lettres sont significativement différentes entre les traitements selon le test HSD 

post hoc de Tukey. 
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1.7.2. Paramètres biochimiques 

1.7.2.1. Pigments chlorophylliens 

L'inoculation bactérienne a amélioré de manière significative les niveaux de pigments 

chlorophylliens. Les niveaux de chlorophylle a, b, totale et de caroténoïdes étaient 

significativement plus faibles chez les plantes inoculées avec les souches libres que chez 

celles inoculées avec les souches encapsulées (Fig.20A-D). Cependant, le traitement avec B25 

à l'état libre n'a eu aucun effet significatif par rapport au témoin négatif. 

 

Fig.20. Effet de l'inoculation bactérienne libre et encapsulée sur la teneur en (A) chlorophylle 

a (mg/g MF), (B) chlorophylle b (mg/g MF), (C) chlorophylle a+b (mg/g MF) et (D) 

caroténoïdes (mg/g MF) des plantes de blé dur. Les graphiques à barres représentent l'erreur standard 

moyenne de trois répétitions. OriginPro2022 a été utilisé pour effectuer une analyse statistique, en utilisant une 

ANOVA à deux facteurs et le post-test de comparaison multiple de Tukey. Les barres qui ne sont pas étiquetées 

avec les mêmes lettres sont significativement différentes entre les traitements selon le test HSD post hoc de 

Tukey. 
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1.7.2.2. Sucres totaux et protéines totales 

La teneur en sucres solubles totaux des racines et des pousses a significativement 

augmenté après inoculation par rapport au témoin. Cependant, aucune différence significative 

n'a été observée entre les racines des plantes inoculées avec des souches bactériennes libres et 

celles traitées avec des souches encapsulées. En revanche, la teneur en sucres des pousses 

était significativement plus élevée chez les plantes inoculées avec B25 encapsulée par rapport 

à tous les autres traitements (Fig. 21A, B). 

Concernant les protéines totales, nos résultats montrent que les souches encapsulées 

améliorent significativement la teneur en protéines des pousses par rapport aux souches libres. 

Toutefois, B25 libre et Pa encapsulée ont donné les meilleurs résultats en ce qui concerne la 

teneur en protéines totales des racines (Fig. 21C, D). 

 

Fig.21. Effet de l'inoculation bactérienne libre et encapsulée sur (A, B) la teneur totale en 

sucres solubles des racines et des pousses (µg/g MF) et (C, D) la teneur totale en protéines des 

racines et des pousses (µg/g MF) des plantes de blé dur. Les graphiques à barres représentent l'erreur 

standard moyenne de trois répétitions. OriginPro2022 a été utilisé pour effectuer une analyse statistique, en 

utilisant une ANOVA à deux facteurs et le post-test de comparaison multiple de Tukey. Les barres qui ne sont 

pas étiquetées avec les mêmes lettres sont significativement différentes entre les traitements selon le test HSD 

post hoc de Tukey. 
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1.7.3. Dénombrement des bactéries rhizosphériques, épiphytes et endophytes des racines 

La densité bactérienne rhizosphérique, épiphyte et endophytique racinaires a été 

analysée après 15, 30 et 45 jours de traitement. Les résultats indiquent une diminution 

considérable de la charge en B25 dans la rhizosphère au fil du temps lorsqu'elle est inoculée 

librement, alors qu'elle augmente significativement après 45 jours et atteint 2,06×10
6
 ( 

0,18×10
6
) UFC/g dans le cas de B25 encapsulée (Fig.22A,B). En examinant les bactéries 

colonisant le rhizoplan, l'analyse a révélé qu'il n'y a pas de différence significative entre le 

traitement de B25 libre et encapsulée alors que dans les deux cas, les endophytes n'ont pas pu 

être ré-isolés (Fig.22A,B). La survie bactérienne de Pa dans la rhizosphère a été trouvée 

inférieure lors de l'inoculation sous forme libre par rapport à la forme encapsulée qui a atteint 

respectivement 3,1×10
4
 (0,14×10

4
) UFC/g et 1,3×10

6
 ( 0,02×10

6
) UFC/g (Fig.22C,D). Les 

densités bactériennes du rhizoplan de l‘endosphère en Pa libre et encapsulée n'ont pas été 

modifiées en fonction du temps. (Fig.22C,D). 
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Fig.22. Dénombrements bactériens (Log N (UFC/g)) de la rhizosphère, du rhizoplan et de 

l'endosphère racinaire des plantes de blé inoculées avec (A) B25 libre, (B) B25 encapsulée, 

(C) Pa libre et (D) Pa encapsulée. Les graphiques à barres représentent l'erreur standard moyenne de trois 

répétitions. OriginPro2022 a été utilisé pour effectuer une analyse statistique, en utilisant une ANOVA à deux 

facteurs et le post-test de comparaison multiple de Tukey. Les barres qui ne sont pas étiquetées avec les mêmes 

lettres sont significativement différentes entre les traitements selon le test HSD post hoc de Tukey. 

1.7.4. Évolution du poids et de la longueur des racines et des pousses 

L'analyse de la longueur des pousses et des racines au fil du temps indique une 

différence non significative entre les traitements inoculés et le témoin après 15 et 30 jours 

(Fig.23). Les effets des traitements sont plus marqués après 45 jours, où les deux souches, 

qu'elles soient libres ou encapsulées, ont amélioré significativement le poids et la longueur 

des racines par rapport au témoin (Fig.23A,C). Le traitement B25 encapsulé (B25 E) a montré 

des effets plus prononcés sur la longueur des racines par rapport au même traitement de Pa. 

Pour les pousses, tous les traitements ont amélioré la longueur et le poids par rapport au 

témoin sans différence significative entre les souches libres et encapsulées (Fig.23B,D).  
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Fig.23. Effets de l'inoculation de B25 libre, de B25 encapsulée, de Pa libre et de Pa 

encapsulée sur la longueur (A) des racines et (B) des pousses, et le poids (C) des racines et 

(D) des pousses des plantes de blé après 15, 30 et 45 jours de traitement. Les graphiques à barres 

représentent l'erreur standard moyenne de trois répétitions. OriginPro2022 a été utilisé pour effectuer une analyse 

statistique, en utilisant une ANOVA à deux facteurs et le post-test de comparaison multiple de Tukey. Les barres 

qui ne sont pas étiquetées avec les mêmes lettres sont significativement différentes entre les traitements selon le 

test HSD post hoc de Tukey. 

1.8. Discussion 

Pour développer un bioinoculant encapsulé, B. thuringiensis B25 et P. agglomerans Pa 

ont été incorporées dans une matrice d'alginate de sodium. Cette encapsulation assure une 

répartition efficace des bactéries dans la rhizosphère, favorisant ainsi la croissance et la santé 

des plantes tout en réduisant l'utilisation d'engrais chimiques. Le séchage, étape clé du 

processus de bioencapsulation, influence particulièrement la viabilité des bactéries non 

sporulées (Berninger et al., 2018). L'ajout d'osmoprotecteurs pourrait ainsi jouer un rôle 

déterminant dans l'amélioration de leur survie. 
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Différents osmoprotecteurs ont été testés en présence de 50 % de PEG6000, qui a été 

utilisé ici pour créer un stress de sécheresse artificiel similaire à l'étape de séchage du 

processus d'encapsulation, et la proline a considérablement amélioré la croissance des deux 

souches testées. La proline est connue comme un très bon osmolyte et un osmoprotecteur clé 

contre le stress hydrique (Daffonchio et al., 2015), et il a été démontré qu'elle maintient 

efficacement l'intégrité cellulaire en interférant avec les enzymes et les protéines 

membranaires pendant la pénurie d'eau (Hayat et al., 2012). De plus, la proline est une 

excellente molécule de signalisation de stress et un excellent antioxydant (Ashry et al., 2022). 

Pour ces raisons, la proline a été ajoutée comme coformulant dans les billes destinées à la 

délivrance des deux souches objet de ce travail, la souche B25 de B. thuringiensis et la souche 

Pa de P. agglomerans. 

L'introduction de la solution matricielle contenant de l'alginate de sodium, de la 

proline et les bactéries B25 ou Pa ou leur consortium dans une solution de CaCl2 a abouti avec 

succès à la formation de capsules sphériques et insolubles, ce qui confirme que l'alginate 

constitue une matrice efficace pour piéger les cellules bactériennes et prouve que la gélation 

ionique est une méthode valide, sûre et réussie pour l'encapsulation des PGPR. Une efficacité 

d'encapsulation remarquable a été obtenue (plus de 99 %) pour tous les traitements, ces taux 

sont significativement plus élevés que ceux rapportés par Panichikkal et al. (2021), Wu et al. 

(2020) et Kaur et al. (2023) qui sont respectivement de 90 %, 93 % et 94,11 %. La 

combinaison de conditions d'encapsulation et des techniques de manipulation précises semble 

avoir été plus optimisée dans notre étude par rapport aux études mentionnées précédemment, 

et a donc contribué à obtenir une efficacité d'encapsulation plus élevée. La concentration 

optimale d'alginate peut assurer une formation de gel plus homogène, capable de retenir 

efficacement les cellules bactériennes. La méthode d'incorporation des bactéries dans 

l'alginate et les conditions de solidification telles que la vitesse d'agitation pendant la 

préparation des billes et la durée d'incubation en présence de CaCl2 interviennent également 

dans l'optimisation du procédé et favorisent une meilleure réticulation du gel d'alginate 

réduisant ainsi les pertes cellulaires pendant l'encapsulation. L'analyse de la charge 

bactérienne dans les billes séchées a montré que des taux de survie considérables ont été 

obtenus après séchage et qu'ils étaient supérieurs à ceux de plusieurs études précédentes. Par 

exemple, Wu et al. (2012) ont obtenu des taux inférieurs à 89 % tandis que des taux variant 

entre 71,6 % et 72,4 % ont été obtenus par Chi et al. (2020). Cela indique que la 

déshydratation des billes n'a entraîné qu'une légère perte de cellules. Comme l'ont montré 

Berninger et al.(2018), la survie bactérienne pendant le séchage en présence 
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d'osmoprotecteurs est beaucoup plus élevée qu'en leur absence. Nous émettons l'hypothèse 

que la survie plus élevée rapportée par notre étude peut être attribuée à la présence de proline, 

qui réduit la perte cellulaire et maintient un équilibre hydrique pendant l'étape de séchage, en 

particulier pour la bactérie Gram-négative Pa. 

Le choix du protocole de séchage est également critique pour la survie des non-

sporulées compte tenu de la température et du temps de traitement. Des lésions délétères 

peuvent survenir allant de la formation d‘espèces réactives de l‘oxygène (ROS) à des 

dommages oxydatifs (García, 2011), selon la technique utilisée, sachant que la vitesse de 

traitement est proportionnelle à la température (Berninger et al., 2018). Nos résultats 

démontrent que malgré le temps considérable du séchage à l‘air (12 heures en moyenne) ; il 

s‘avère rentable en termes de rendement et de coût, d‘autant plus qu‘il ne nécessite aucun 

équipement particulier contrairement à d‘autres techniques telles que le séchage par 

atomisation, le séchage en lit fluidisé ou le séchage sous vide. De plus, l‘ajout de proline 

comme osmoprotecteur a ramené son effet protecteur en tant qu‘antioxydant et inhibiteur de 

ROS (Hayat et al., 2012). Ces résultats corroborés par ceux de Berninger et al. (2018) qui ont 

rapporté que l‘ajout de gomme arabique et d‘extrait de levure comme osmoprotecteurs 

améliorait significativement la viabilité de Paraburkholderia phytofirmans lors du séchage. 

Dans ce travail,la survie des cellules bactériennes dans des billes sèches pendant le 

stockage à 4°C a été suivie. Nos données ont montré que le nombre de cellules viables de B25 

est resté constant à 10
7
 ( 0,68×10

7
) UFC/g, tandis que Pa a montré une baisse progressive de 

la survie cellulaire lors du stockage. D'autre part, le taux de survie était plus faible pour les 

deux souches lorsqu'elles étaient encapsulées ensemble plutôt que seules. Ces résultats sont en 

accord avec la littérature puisque la viabilité cellulaire après encapsulation diffère selon le 

micro-organisme (Schoebitz et al., 2012). La température de stockage est un autre facteur clé 

qui influence la survie pendant le stockage (Berninger et al., 2018). Il a été démontré que les 

basses températures préservent le métabolisme et l'énergie des bactéries formulées, comme en 

témoignent les résultats obtenus par Liffourrena et Lucchesi (2018), où aucune perte 

significative de viabilité des bactéries Pseudomonas putida n'a été observée après 150 jours 

de stockage à 4°C encapsulées dans une matrice d'alginate et de perlite. Ces résultats ne 

peuvent pas être généralisés car dans une autre étude, une survie de seulement 0,3 % des 

mêmes bactéries P.putida encapsulées dans 1,5 % d'alginate et stockées à 4°C pendant 90 

jours a été constatée (Wu et al., 2020), alors qu'un taux de survie de 46 % a été observé dans 

une bioformulation de Bacillus megaterium obtenue par lyophilisation stockée à 4°C pendant 

6 mois (Chi et al., 2020). D'autres facteurs interviennent dans l'influence de la stabilité 
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pendant le stockage comme l'exposition à la lumière, l'oxygénation et les conditions de 

conditionnement, et leur optimisation doit être prise en considération (Berninger et al., 2018). 

Il est important de souligner que contrairement à notre étude, peu d'études ont rapporté le 

suivi de la viabilité sur de longues périodes même si cela est nécessaire pour la 

commercialisation des bioinoculants (Timmusk et al., 2017). De même, des études antérieures 

ont rapporté l'encapsulation de cultures mixtes (Guo et al., 2012 ; Anwar et al., 2019), mais 

aucune étude sur la survie à long terme n'a été rapportée. Le développement de bioinoculants 

mixtes doit prendre en compte plusieurs aspects, à savoir l'absence d'antagonisme entre les 

souches sélectionnées, la similarité de l'adaptation physiologique, les concentrations 

cellulaires adéquates et la compatibilité avec le génotype de la plante hôte (Santos et al., 

2019). Notre étude a pour objectif de contribuer à combler cette lacune en développant des 

formulations de mélanges bactériens encapsulés et en étudiant leur survie à long terme. 

Un autre point très important abordé dans cette étude concernant l'application des 

bioinoculants sur le terrain est l'importance de démontrer que les bactéries encapsulées 

peuvent maintenir leurs activités PGP pendant le stockage. 

La capacité du Pa à produire de l'AIA a été décrite précédemment (Cherif-Silini et al., 

2019). Les cellules de Pa immobilisées dans des billes d'alginate conservent partiellement 

leurs capacités de production d'AIA ; ceci est en accord avec les observations d'Ozdal et al. 

(2017) et Panichikkal et al. (2021). Il n'existe aucun rapport dans la littérature sur le suivi de 

cette activité après stockage de souches de PGP encapsulées. Le déclin enregistré est 

probablement dû à des conditions de stockage stressantes ; l'effet du manque d'eau sur la 

synthèse d'AIA a déjà été discuté (Sandhya et al., 2009). De plus, l'AIA est synthétisée par 

des voies très complexes et implique l'intervention de plusieurs enzymes inductibles, dont 

certaines peuvent être réprimées par les conditions environnementales (Duca et Glick, 2020). 

La capacité à produire des sidérophores a été testée pour les deux souches 

bactériennes, B25 et Pa. Elles ont montré la capacité de produire des sidérophores pendant le 

stockage à des taux variables avec une diminution de la production pour B25. Cela pourrait 

probablement s'expliquer par l'effet inhibiteur du stress osmotique sur le gène de synthèse des 

bacillibactines (Höper et al., 2006), qui sont les sidérophores prédominants dans les espèces 

de Bacillus (Dunyashev et al., 2021). 

Bacillus et Pantoea, les genres auxquels appartiennent nos souches, comprennent les 

bactéries les plus efficaces dans la solubilisation du phosphate (Yadav et al., 2018). La 

différence de solubilisation du phosphate enregistrée entre B25 et Pa peut être attribuée à l'état 

physiologique et moléculaire des deux bactéries, et à la diversité et à l'efficacité des 
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mécanismes de solubilisation qui sont intrinsèquement liés aux espèces bactériennes (Pan et 

Cai, 2023). La capacité de Pa à maintenir une concentration bactérienne capable de produire 

des métabolites secondaires et à produire une gamme diversifiée et efficace d'acides 

organiques explique sa performance supérieure dans la solubilisation du phosphate par rapport 

à B25. Les espèces de Pantoea produisent une variété d'acides organiques, notamment les 

acides citrique, malique, succinique, acétique, oxalique et formique (Han et al., 2014 ; Wang 

et al., 2016). Ces acides, qui sont principalement tricarboxyliques et dicarboxyliques, sont 

généralement plus efficaces pour solubiliser les phosphates que les acides mono et 

aromatiques (Kalayu, 2019). En comparaison, une souche de Bacillus isolée du sol de la 

rhizosphère du blé produit principalement de l'acide glycolique, qui est moins efficace pour la 

solubilisation du phosphate que d'autres acides produits par les souches de Pantoea (Khourchi 

et al., 2022). De plus, Pantoea produit également une enzyme d'hydrolyse du phosphate, la 

phytase, ajoutant un autre mécanisme de solubilisation du phosphate qui n'est pas observé 

chez Bacillus (Suleimanova et al., 2015).  

L'étude des propriétés de gonflement a révélé des taux variables allant de 209 % 

jusqu'à 591 %. Ces taux sont similaires à ceux obtenus par Tu et al. (2016) qui variaient entre 

182 % et 454 % dans une formulation d'alginate et de bentonite. La cinétique de gonflement 

est médiée par la diffusion de l'eau à l'intérieur de la bille et provoque la libération de chaînes 

de réseau d'alginate (Wu et al., 2012). Nos observations indiquent que les capsules absorbent 

rapidement l'eau ce qui entraîne un gonflement rapide après le premier jour, les interactions 

des groupes -OH de l'alginate de sodium avec les molécules d'eau augmentent 

progressivement le taux de gonflement des billes en raison de la nature hydrophile de 

l'alginate jusqu'à saturation, ce qui entraîne un équilibre après le 9
ème

 jour (Liu et al., 2013). 

Les taux de gonflement obtenus dans notre étude sont relativement plus élevés par rapport à 

ceux rapportés par He et al. (2015) et Pour et al. (2019). De plus, P.agglomerans et 

B.thuringiensis ont été étudiés pour leur capacité à produire des exopolysaccharides (EPS) 

dans des conditions de culture standard (Al-Qaysi et al., 2021 ; Wang et al., 2021). Ces EPS 

ayant des propriétés hydrophiles peuvent amplifier la capacité des billes à absorber et à retenir 

l'eau. Selon Donati et al. (2005), l'incorporation de substances hydrophiles dans une matrice 

d'alginate peut augmenter sa capacité de gonflement en raison de la rétention d'eau accrue par 

les EPS. 

La cinétique de libération et la survie cumulée des souches encapsulées sur une 

période de 60 jours ont été réalisées à température ambiante. Les résultats obtenus sont en 

accord avec ceux de Pour et al. (2019), la libération bactérienne est rapide les premiers jours 
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et augmente avec le temps, la diffusion rapide de l'eau à l'intérieur des billes entraîne une 

expansion et les bactéries diffusent dans le sens inverse de la dynamique de l'eau (He et al., 

2015). Ceci suggère que le gonflement contribue à cette libération en agissant sur la relaxation 

du réseau de la matrice d'alginate en augmentant la taille des pores par lesquels les bactéries 

passeront de l'intérieur de la bille vers le milieu extérieur. La libération ralentit puis se 

stabilise en raison de l'équilibre de gonflement et de la saturation des capsules en eau, ce qui 

entraîne une réduction des canaux au niveau de l'enveloppe d'alginate (Liew et al., 2006). 

L'efficacité de l'encapsulation influence également la libération, selon Pour et al. (2019) et 

Wu et al. (2012), car une densité cellulaire élevée dans les billes entraîne la libération d'un 

nombre important de bactéries vivantes. La diminution du taux de libération peut être 

attribuée aux conditions environnementales et à une éventuelle mortalité bactérienne (Pour et 

al., 2019). La capacité décrite des capsules à retenir et à libérer efficacement les bactéries de 

cette étude suggère que la bioformulation mise en place pourrait être appliquée avec succès 

dans le scénario réel. 

À notre connaissance, notre étude propose pour la première fois un système modèle 

pour étudier la capacité à favoriser la croissance des plantes et la dynamique de colonisation 

racinaire de bactéries encapsulées dans des expériences à court terme. Nos recherches sur les 

paramètres morphologiques d'Arabidopsis thaliana, la colonisation racinaire, la surface 

foliaire et le dosage des pigments chlorophylliens indiquent que la bioformulation bactérienne 

dans des billes d'alginate fournit un système efficace de bioinoculant. 

Il est important de souligner que selon la littérature, l'exercice des effets PGP nécessite 

que les bactéries sortent de la bille et se dirigent vers les racines grâce à leur capacité à 

communiquer avec la plante via les exsudats racinaires (Allard-Massicotte et al., 2016). Cette 

communication est appelée chimiotaxie et conduit à la colonisation racinaire (Allard-

Massicotte et al., 2016). Plusieurs facteurs interviennent dans le succès de la colonisation 

racinaire par des microbes favorables, comme la biochimie de la surface racinaire et la 

composition biochimique des exsudats racinaires (Doornbos et al., 2011). Ainsi, il a été 

démontré lors d'une étude sur la colonisation des racines d'Arabidopsis thaliana par la 

bactérie rhizosphérique Pantoea sp. YR343 que des métabolites actifs comme les auxines 

seraient impliquées dans le processus de colonisation (Polisetti et al., 2016). De même, 

certaines hormones végétales peuvent se déplacer de la racine vers les feuilles tout en 

améliorant le processus de croissance foliaire (Allard-Massicotte et al., 2016), comme les 

cytokinines qui agissent comme médiateurs chimiques de l'azote des racines vers les pousses 

(Kudo et al., 2010). Ces données nous amènent à expliquer l‘amélioration du poids, de la 



CHAPITRE III : RÉSULTATS ET DISCUSSION 

 

 Page 90 
 

surface foliaire et de la teneur en pigments chlorophylliens des feuilles des plantules 

d‘Arabidopsis thaliana inoculées par rapport à celles du témoin, notamment chez Pa dont le 

profil d‘hormones et d‘auxines telles que les cytokinines, l‘acide indole acétique et l‘acide 

phényl acétique a déjà été décrit (Cherif-Silini et al., 2019). Néanmoins, la mobilité des 

bactéries est nécessaire pour adhérer aux racines et cette mobilité est induite par les exsudats 

racinaires qui servent de molécules d‘attraction (Allard-Massicotte et al., 2016). 

Parallèlement, des travaux ont établi que la formation de biofilm est essentielle à la 

colonisation racinaire chez Bacillus et qu‘elle est déclenchée par les polysaccharides et autres 

métabolites libérés par la plante (Rudrappa et al., 2008 ; Beauregard et al., 2013). Nos 

données montrent que les bactéries encapsulées améliorent significativement la croissance 

d‘Arabidopsis thaliana par rapport aux souches inoculées librement, cette amélioration est 

probablement attribuée à l‘efficacité accrue des bactéries encapsulées en termes de 

colonisation, de mobilité et de survie. 

La couleur des rosettes des plantules est plus foncée sous traitement avec des souches 

bactériennes encapsulées par rapport au traitement non inoculé, ceci est directement lié au 

processus de photosynthèse qui est indispensable chez les plantes pour obtenir de l'énergie, et 

son efficacité est positivement corrélée à la teneur en chlorophylles (Fan et al., 2020). 

L‘assombrissement des pousses des plantules inoculées s'expliquerait donc par l'action accrue 

des bactéries encapsulées sur le photosystème d'Arabidopsis thaliana dont les pigments 

chlorophylliens absorbent la lumière et la convertissent en énergie chimique (Graça et al., 

2021). 

Avant de recommander une application sur champ, il est important de prouver les 

fonctions probiotiques végétales des formulations développées sur une culture de grande 

importance agricole, nous nous sommes donc concentrés sur le blé dur comme culture 

modèle. Nos résultats confirment la capacité biofertilisante précédemment étudiée des deux 

souches testées (Saadaoui et al., 2022). Une stimulation directe de la croissance des plantes a 

été notée, en particulier du système aérien de l'appareil végétatif où une augmentation 

significative de la longueur et du poids des pousses a été observée chez les plantes traitées 

avec Pa et B25 sous forme libre et encapsulée par rapport aux plantes témoins. Ces résultats 

valident les interactions bénéfiques entre les bactéries testées et la plante hôte, et décrivent 

que cette capacité est maintenue lorsque les souches sont délivrées aux plantes sous forme de 

cellules immobilisées dans des billes. Étant donné que la croissance des pousses est le 

paramètre le plus important pour le rendement du blé, notre étude démontre clairement que 

l'application de souches en suspension ou encapsulées améliore également la croissance des 
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pousses et nous pouvons émettre l'hypothèse qu'elle améliorerait également le rendement du 

blé. Chez les espèces de Bacillus, cet effet est directement lié non seulement à la production 

de phytohormones, de sidérophores, de lipopeptides, de polysaccharides et d'enzymes 

(Mirskaya et al., 2022), mais aussi à la régulation de l'homéostasie et des enzymes 

antioxydantes dans les conditions naturelles de croissance des plantes et sous divers stress 

(Sood et al., 2020 ; Pishchik et al., 2021). En ce sens, la capacité de B25 à fixer l'azote, à 

produire du NH3, de l'ACC désaminase, des sidérophores et à solubiliser le phosphate a déjà 

été discutée (Saadaoui et al., 2022). Des études similaires sur l'inoculation de souches 

encapsulées de Bacillus ont rapporté une amélioration de la croissance et du développement 

des plants de blé dur en augmentant la biomasse aérienne et la hauteur des plantes ; cet 

avantage est principalement attribué à deux mécanismes clés : une meilleure absorption des 

nutriments et des minéraux, principalement l'azote du sol, et une stimulation accrue de la 

production de phytohormones impliquées dans la division cellulaire et l'élongation des 

pousses telles que les cytokinines et les auxines (Azaroual et al., 2022 ; Rojas-Padilla et al., 

2022). De même, Pa s'avère efficace dans la production de sidérophores, d'AIA, d'ACC 

désaminase, de NH3 et de HCN et dans la solubilisation du phosphate et la fixation de l'azote 

(Saadaoui et al., 2022). De plus, Pantoea joue un rôle stimulant dans la croissance des 

cultures céréalières en augmentant la disponibilité et l'assimilation des nutriments tout en 

favorisant une régulation plus efficace des phytohormones endogènes (Suman et al., 2020). 

De plus, il a été constaté que même si la bactérie produit peu ou pas de phytohormones, son 

inoculation avec du blé peut induire et réguler la production de phytohormones par la plante 

inoculée (Mirskaya et al., 2022). De même, une étude a rapporté que l'inoculation d'une 

souche de Bacillus sp. V2026 modifiait les niveaux d'AIA endogène dans les tissus des 

pousses et des racines et stimulait la productivité et le rendement des plants de blé (Mirskaya 

et al., 2022). Une autre étude a révélé une forte corrélation entre la présence de cytokinine et 

la longueur, le poids frais et le poids sec des pousses, tandis que l'AIA bactérienne est corrélée 

négativement à la longueur des racines (Hussain et Hasnain, 2011). 

Des concentrations élevées de pigments chlorophylliens indiquent un métabolisme 

actif et un bon fonctionnement de l'appareil photosynthétique de la plante (Mirskaya et al., 

2022). L'inoculation de bactéries encapsulées a amélioré les performances photosynthétiques 

du blé dur ; ceci est probablement associé aux effets de ces bactéries sur l'amélioration de 

l'absorption d'eau et de nutriments, qui jouent un rôle important dans la construction 

structurale de la machinerie photosynthétique (Yaghoubi Khanghahi et al., 2021), et dans 

l‘assurance des échanges gazeux et le transport d'électrons (Yong et al., 2010). Ainsi, la 
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production d'AIA, d'ACC désaminase et l'augmentation de la biomasse végétale seraient 

également impliquées dans la biosynthèse de la chlorophylle (Kanagendran et al., 2019 ; 

Kumar et al., 2019). En effet, l'augmentation des teneurs en caroténoïdes est liée à la collecte 

de l'énergie lumineuse nécessaire à la photosynthèse (Acosta-Motos et al., 2017). 

La capacité de colonisation est un trait important qui détermine la capacité des 

bactéries à survivre et à rivaliser avec d'autres microbes, et elle définit l'efficacité et la 

performance du PGPR lors de son inoculation sur le terrain (Singh et al., 2020), elle est 

considérée comme le principal facteur de survie des bactéries (Saberi-Rise et al., 2020). À 

cette fin, les capacités de colonisation de la rhizosphère, du rhizoplan et des tissus internes des 

racines ont été analysées. Nos résultats démontrent que les deux souches bactériennes ont 

survécu efficacement dans un milieu stérile et relativement pauvre en nutriments et indiquent 

une augmentation du nombre de bactéries rhizosphériques et endophytes au fil du temps dans 

les traitements des formulations encapsulées tandis qu'une diminution considérable a été 

observée dans les formulations liquides. Ces observations sont cohérentes avec celles de 

Bhise et Dandge (2019), qui ont constaté qu'une colonisation accrue des racines de riz par une 

souche de P. agglomerans encapsulée dans de l'alginate a été enregistrée après 20 et 30 jours 

par rapport aux mêmes inoculums libres. Dans une autre étude axée sur la colonisation des 

racines du coton, la capacité de P. putida Rs-198 encapsulée à coloniser les racines a 

augmenté de manière significative au fil du temps par rapport à l'inoculum de cellules libres 

(He et al., 2016). De même, l'analyse du dénombrement a révélé que les charges bactériennes 

en Pa sont en accord avec les rapports de la littérature et qui sont de 10
6
 à 10

9
 UFC/g dans la 

rhizosphère et de 10
4
 à 10

8
 UFC/g dans l'endosphère racinaire (Soluch et al., 2021). 

Considérant que la colonisation est un processus complexe qui implique la mobilité des 

bactéries et leur capacité de chimiotaxie avec la plante hôte (Compant et al., 2010), le 

maintien de ces interactions est crucial pour établir une association bactérienne stable à long 

terme avec la plante hôte (Soluch et al., 2021). Cette capacité de persistance est fortement 

prononcée chez les bactéries encapsulées qui sont lentement libérées dans le sol, assurant 

ainsi leur survie et leur capacité à favoriser la croissance des plantes, ce qui garantit leur 

rendement à long terme. D'autre part, la capacité de colonisation rhizosphérique et racinaire 

peut être limitée par l'affinité au génotype de la plante hôte et par la compétition avec son 

microbiote interne lorsqu'il s'agit de l'endosphère de la plante (Kumar et al., 2011). L'absence 

de cellules B25 dans les tissus internes du blé dur suggère que l'endosphère racinaire 

n'appartient pas aux zones écologiques privilégiées de cette souche. De plus, les résultats de 

l'analyse des paramètres morphologiques au cours du temps suggèrent que l'effet de 
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l'inoculation sur la stimulation de la croissance peut être affecté après plus de 30 jours de 

croissance de la plante. 
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Partie 2 : Amélioration de la croissance du blé dur et de la survie 

bactérienne grâce aux biofertilisants encapsulés avec additifs naturels : 

effet de Pantoea agglomerans Pa et Bacillus thuringiensis B25. 

2.1. Caractérisation physico-chimique des bioformulations 

2.1.1. Analyse infrarouge à transformée de Fourier (FTIR) 

La spéctroscopie infra-rouge a été réalisée pour identifier les interactions alginate-

perlite, alginate-amidon, alginate-perlite-amidon, alginate-talc et alginate-argile. Le spectre 

indique la présence d‘une large bande à 3400 cm
-1

et des bandes dans la région 2850-2950 cm
-

1
dans les spectres de tous les mélanges d‘alginate-additifs. Des bandes dans les régions 1600 

cm
-1

 et 1000-1100 cm
-1

 ont également caractérisé les spectres d‘alginate, alginate-perlite, 

alginate-amidon, alginate-talc et alginate+argile (Fig.24). Les spectres de la perlite et du talc 

ont montré une bande autour de 1420 cm
-1

, alors que des petites bandes 950 cm
-1

 et 800cm
-1

 

sont présentes dans les spectres d‘alginate-perlite, alginate-amidon et d‘alginate-talc. Les 

résultats FTIR bien qu'informatifs sur les interactions chimiques et la présence des groupes 

fonctionnels n'ont pas été suffisants pour déterminer la compatibilité cristalline et la structure 

interne des composites d'alginate avec différents additifs, l'analyse DRX est nécessaire pour 

identifier les phases cristallines formées, évaluer la dispersion des additifs et détecter les 

impuretés, permettant ainsi une évaluation plus complète et précise de la meilleure 

combinaison d'additifs pour optimiser les propriétés des matériaux composites. 
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Fig.24. Spectres FTIR de l'alginate, et des films de mélange d‘alginate+perlite, 

alginate+amidon, alginate+perlite+amidon, alginate+talc et alginate+argile. 

2.1.2. Analyse par diffraction des rayons X 

L'analyse DRX des billes encapsulées en position 2θ a démontré une absence des pics 

distincts pour les échantillons de l‘alginate, l‘alginate+perlite, l‘alginate+amidon et 

l‘alginate+perlite+amidon, Seuls les mélanges alginate+talc et alginate+argile montrent des 

pics à 9,33° ; 28,52° ; 30,88° ; 41,05° ; 44,8° ; 50,42° et 50,99° (Fig.25). 
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Fig.25. Diagrammes de diffraction des rayons X de l'alginate, et des mélanges 

d‘alginate+perlie, alginate+amidon, alginate+perlite+amidon, alginate+talc et alginate+argile. 

2.2. Analyse des diamètres et calcul des indices de sphéricité 

Le calcul du facteur de sphéricité a été effectué sur des billes fraîches issues de 

formulations d'alginate et de diverses combinaisons d'additifs (Fig.26). Le facteur de 

sphéricité est le degré de rapprochement de la forme de la bille d'une sphère parfaite. Ce 

facteur peut être de zéro si la sphère est parfaite. D‘après nos résultats, la forme des billes 

provenant de toutes les formulations était sphérique. Les billes contenant de l'alginate seul, de 

l'alginate+talc et de l'alginate+argile présentaient les formes les plus parfaitement sphériques, 

avec des FS de 0,035 ; 0,037 et 0,042, respectivement (Tab.5). 
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Fig.26. Image des capsules fabriquées d‘alginate et de différents mélanges d‘additifs. 

Tab.5. Facteurs de sphéricité des capsules fabriquées d‘alginate et de différents mélanges 

Traitement dmax (cm) dmin (cm) 
Facteur de 

sphéricité (FS) 

Alginate 0,252  0,007 0,234  0,008 0,035  0,01 
 

Alginate+perlite 0,279  0,009 
 

0,250  0,023 0,056  0,05 

Alginate+amidon 0,292  0,01 
 

0,245  0,004 0,086  0,03 

Alginate+perlite+amidon 0,318  0,005 
 

0,29  0,017 0,047  0,03 

Alginate+talc 0,281  0,005 
 

0,260  0,008 0,037  0,02 

Alginate+argile 0,302  0,007 
 

0,277  0,008 0,042  0,002 

 

2.3. Effet de l’ajout des additifs sur la croissance bactérienne 

Les résultats montrent que la croissance bactérienne des deux souches testées n‘est pas 

significativement affectée par la présence d‘alginate, d‘alginate+argile et d‘alginate+talc dans 

le milieu de culture LB (Fig.27), la croissance observée est comparable à celle du milieu LB 

seul, qui sert de contrôle négatif. Cela suggère que ni l‘alginate ni ses combinaisons avec 

l‘argile et le talc n‘ont d‘effet inhibiteur ou promoteur notable sur la croissance des deux 

bactéries dans le milieu de culture utilisé. 
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Fig.27. La croissance des deux souches testées (Log N (UFC/ml) en présence d‘alginate, 

d‘argile et du talc. Les diagrammes à barres représentent l‘erreur type moyenne de trois expériences 

différentes. Les graphiques à barres représentent l'erreur standard moyenne de trois répétitions. OriginPro2022 a 

été utilisé pour effectuer une analyse statistique, en utilisant une ANOVA à deux facteurs et le post-test de 

comparaison multiple de Tukey. Les barres qui ne sont pas étiquetées avec les mêmes lettres sont 

significativement différentes entre les traitements selon le test HSD post hoc de Tukey. 

2.4. Bioencapsulation des cellules 

Les billes obtenues après gélation à partir des trois matrices testées ont montré une 

morphologie sphérique uniforme, le diamètre des billes fraiches était maximal pour les billes 

d‘alginate+talc de Pa, atteignant 3,177 ( 0,05) mm. Après séchage ce même traitement a 

conservé le diamètre le plus élevé mesurant 1,364 ( 0,09) mm. Le poids sec le plus important 

a été observé pour les billes de B25 encapsulée dans l‘alginate+argile, avec une moyenne de 

2,13 ( 001) mg (Tab.6).  
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Tab.6. Caractéristiques des différentes formulations de capsules d‘alginate. 

Souche Traitement 

Poids frais 

(mg) 

Poids sec 

(mg) 

Diamètre 

des billes 

fraîches 

(mm) 

Diamètre des 

billes 

sèches (mm) 

Taux 

de 

survie 

(%) 

Efficacité 

d’encapsula

tion (%) 

B25 

Alginate 17,11  0,5 0,77  0,06 3,005  0,11 0,897  0,06 98,5 99,998 

Alginate + 

argile 
18,93  0,4 2,13  0,01 2,763  0,13 1,206  0,07 100 99,999 

Alginate + 

talc 
19,15  0,8 2,06  0,07 3,113  0,05 1,321  0,04 100 99,997 

Pa 

Alginate 17,86  0,2 0,81  0,04 2,919  0,09 0,917  0,05 77,971 99,978 

Alginate + 

argile 
16,34  0,66 1,85  0,02 2,735  0,11 1,171  0,08 96,22 99,98 

Alginate + 

talc 
18,78  0,73 2,07  0,05 3,177  0,05 1,364  0,09 97,37 99,955 

 

L‘encapsulation de B25 dans les matrices d‘alginate+argile et alginate+talc a permis 

d‘atteindre un taux de survie de 100%, démontrant une robustesse et une viabilité élevée lors 

du processus, où le nombre de bactéries viables dans les billes sèches était de 4,14×10
8
 ( 

0,03×10
8
) UFC/g pour l‘alginate+argile et de 6,85×10

8
 ( 0,01×10

8
) UFC/g pour 

l‘alginate+talc (Fig.28A-C) . En revanche, le taux de survie le plus faible a été enregistré pour 

Pa encapsulée dans l‘alginate, à 77,971% où une survie de 6,06×10
6
 (  0,08×10

6
) UFC/g a 

été obtenue après séchage (Fig.29A-C). L‘efficacité d‘encapsulation, quant à elle, a varié 

entre 99,955% et 99,999% pour tous les traitements, indiquant une très haute efficacité de 

piégeage dans les capsules formées. 
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Fig.28. Survie de B25 aux différentes étapes du procédé de bioencapsulation lors de 

l‘encapsulation dans (A) alginate, (B) alginate+argile et (C) alginate+talc. Les graphiques à barres 

représentent l'erreur standard moyenne de trois répétitions. OriginPro2022 a été utilisé pour effectuer une analyse 

statistique, en utilisant une ANOVA à deux facteurs et le post-test de comparaison multiple de Tukey. Les barres 

qui ne sont pas étiquetées avec les mêmes lettres sont significativement différentes entre les traitements selon le 

test HSD post hoc de Tukey. 
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Fig.29. Survie de Pa aux différentes étapes du procédé de bioencapsulation lors de 

l‘encapsulation dans (A) alginate, (B) Alginate+argile et (C) Alginate+talc. Les graphiques à 

barres représentent l'erreur standard moyenne de trois répétitions. OriginPro2022 a été utilisé pour effectuer une 

analyse statistique, en utilisant une ANOVA à deux facteurs et le post-test de comparaison multiple de Tukey. 

Les barres qui ne sont pas étiquetées avec les mêmes lettres sont significativement différentes entre les 

traitements selon le test HSD post hoc de Tukey. 
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2.5. Études du stockage 

2.5.1. Survie 

La survie a été étudiée à partir des billes séchées stockées à une température de 4°C 

pendant une période de 12 mois. B25 a montré une survie robuste dans les trois matrices où le 

nombre de cellules viables était de 8,15×10
8
( 0,09×10

8
) UFC/g, 2,46×10

8
( 0,01×10

8
) 

UFC/g et 2,18×10
8
( 0,03×10

8
) UFC/g dans l‘alginate, alginate+argile et alginate+talc 

respectivement (Fig.30A-C). Pour Pa, la charge bactérienne a été réduite de 98.54% pour la 

matrice d‘alginate, et elle a diminué d‘un log dans la matrice d‘alginate+talc (Fig.31A,C). 

Cependant, la survie de Pa n‘a pas été modifiée de manière significative dans la matrice 

d‘alginate+argile et s‘est stabilisée à 1,11×10
8
( 0,06×10

8
) UFC/g après 12 mois de stockage 

(Fig.31B). 

 

Fig.30. Survie de B25 dans les billes (A) d‘alginate, (B) d‘alginate+argile et (C) 

d‘alginate+talc durant 12 mois de stockage. Les graphiques à barres représentent l'erreur standard 

moyenne de trois répétitions. OriginPro2022 a été utilisé pour effectuer une analyse statistique, en utilisant une 

ANOVA à deux facteurs et le post-test de comparaison multiple de Tukey. Les barres qui ne sont pas étiquetées 

avec les mêmes lettres sont significativement différentes entre les traitements selon le test HSD post hoc de 

Tukey. 
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Fig.31. Survie de Pa dans les billes (A) d‘alginate, (B) d‘alginate+argile et (C) d‘alginate+talc 

durant 12 mois de stockage. Les graphiques à barres représentent l'erreur standard moyenne de trois 

répétitions. OriginPro2022 a été utilisé pour effectuer une analyse statistique, en utilisant une ANOVA à deux 

facteurs et le post-test de comparaison multiple de Tukey. Les barres qui ne sont pas étiquetées avec les mêmes 

lettres sont significativement différentes entre les traitements selon le test HSD post hoc de Tukey. 

2.5.2. Production des sidérophores 

Les résultats montrent des tendances distinctes de la production des sidérophores par 

B25 en fonction de la matrice utilisée. Dans l‘alginate seul, la production de sidérophores, 

initialement de 6,84% après un mois de conservation, a complètement cessé au bout de cinq 

mois, indiquant une faible préservation de cette activité (Fig.32A). En revanche, la production 

de sidérophores dans la combinaison de l‘alginate avec l‘argile a diminué à 5,97% après 12 

mois suggérant une perte progressive de l‘activité initiale (Fig.32B). B25 encapsulée dans la 

matrice d‘alginate+talc a démontré une meilleure performance, avec une production initiale 

de 26,49% qui a diminué à 13,2%, représentant une préservation de 49,84% de la production 

initiale (Fig.32C). Concernant Pa, la production de sidérophores dans l‘alginate a 
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progressivement diminué pour atteindre 0% au 6
ème

 mois de conservation (Fig.33A). En 

comparaison, l‘activité de production de sidérophores dans les matrice d‘alginate+argile et 

d‘alginate+talc a été préservée à 37,44% et 41,85%, respectivement (Fig.33B,C). 

 

Fig.32. Production de sidérophores par B25 encapsulée dans (A) l‘alginate, (B) 

l‘alginate+argile et (C) l‘alginate+talc durant 12 mois de stockage. Les graphiques à barres 

représentent l'erreur standard moyenne de trois répétitions. OriginPro2022 a été utilisé pour effectuer une analyse 

statistique, en utilisant une ANOVA à deux facteurs et le post-test de comparaison multiple de Tukey. Les barres 

qui ne sont pas étiquetées avec les mêmes lettres sont significativement différentes entre les traitements selon le 

test HSD post hoc de Tukey. 
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Fig.33. Production de sidérophores par Pa  encapsulée dans (A) l‘alginate, (B) 

l‘alginate+argile et (C) l‘alginate+talc durant 12 mois de stockage. Les graphiques à barres 

représentent l'erreur standard moyenne de trois répétitions. OriginPro2022 a été utilisé pour effectuer une analyse 

statistique, en utilisant une ANOVA à deux facteurs et le post-test de comparaison multiple de Tukey. Les barres 

qui ne sont pas étiquetées avec les mêmes lettres sont significativement différentes entre les traitements selon le 

test HSD post hoc de Tukey. 

2.5.3. Solubilisation du phosphate 

La solubilisation de phosphate par B25 dans la matrice d‘alginate était stable jusqu‘à 4 

mois de conservation, puis a connu un déclin progressif pour atteindre 81,08 mg/ml 

(Fig.34A). Pour les matrices d‘alginate+argile et d‘alginate+talc, la production initiale était de 

220,50 mg/ml et 183,89 mg/ml, respectivement, mais a diminué pour atteindre 89,10 mg/ml et 

94,02 mg/ml après 12 mois, suggérant qu‘après 12 mois de stockage, l‘activité de 

solubilisation de phosphate est similaire pour les 3 matrices (Fig.34A-C). D‘autre part, les 

résultats révèlent une différence significative dans la solubilisation du phosphate par Pa selon 

la matrice utilisée. Dans la matrice d‘alginate, la quantité de phosphate solubilisé a diminué 
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jusqu‘à 64,28 mg/ml après une année, après qu‘elle ait été de 178,05 mg/ml le premier mois 

de stockage. De même pour la matrice d‘alginate+talc, où une diminution progressive de la 

solubilisation a été enregistrée durant la période de stockage (Fig.35A,C). En revanche, cette 

activité dans l‘alginate+argile est restée stable et élevée jusqu‘à 6 mois, puis a atteint 98,94 

mg/ml après 12 mois (Fig.35B), ce qui indique que la capacité de solubilisation de phosphate 

par Pa est presque similaire dans les matrices d‘alginate+argile et d‘alginate+talc, et 

nettement meilleure comparée à l‘alginate seul. 

 

Fig.34. Solubilisation de phosphate par B25 encapsulée dans (A) l‘alginate, (B) 

l‘alginate+argile et (C) l‘alginate+talc durant 12 mois de stockage. Les graphiques à barres 

représentent l'erreur standard moyenne de répétitions. OriginPro2022 a été utilisé pour effectuer une analyse 

statistique, en utilisant une ANOVA à deux facteurs et le post-test de comparaison multiple de Tukey. Les barres 

qui ne sont pas étiquetées avec les mêmes lettres sont significativement différentes entre les traitements selon le 

test HSD post hoc de Tukey. 
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Fig.35. Solubilisation de phosphate par Pa encapsulée dans (A) l‘alginate, (B) 

l‘alginate+argile et (C) l‘alginate+talc durant 12 mois de stockage. Les graphiques à barres 

représentent l'erreur standard moyenne de trois répétitions. OriginPro2022 a été utilisé pour effectuer une analyse 

statistique, en utilisant une ANOVA à deux facteurs et le post-test de comparaison multiple de Tukey. Les barres 

qui ne sont pas étiquetées avec les mêmes lettres sont significativement différentes entre les traitements selon le 

test HSD post hoc de Tukey. 
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Fig.36. Production d‘AIA par Pa encapsulée dans (A) l‘alginate, (B) l‘alginate+argile et (C) 

l‘alginate+talc durant 12 mois de stockage. Les graphiques à barres représentent l'erreur standard 

moyenne de trois répétitions. OriginPro2022 a été utilisé pour effectuer une analyse statistique, en utilisant une 

ANOVA à deux facteurs et le post-test de comparaison multiple de Tukey. Les barres qui ne sont pas étiquetées 

avec les mêmes lettres sont significativement différentes entre les traitements selon le test HSD post hoc de 

Tukey. 

2.6. Taux de gonflement 

Des variations significatives dans les taux de gonflement des capsules de B25 ont été 
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54,67 % plus élevés pour l'alginate+argile et l'alginate+talc par rapport à l'alginate seul, 

enregistrés dès le premier jour. L‘équilibre a été atteint le 8
ème

 jour pour les capsules 

d‘alginate avec un taux de 97,7% tandis que les capsules d‘alginate+argile d‘alginate+talc ont 

atteint l‘équilibre le 9
ème

 jour avec des taux de 166,28% et 193,54%, respectivement 

(Fig.37B). 

 

Fig.37. Taux de gonflement (%) des capsules sèches de (A) B25 et de (B) Pa durant 10 jours. 

GraphPad Prism 9.4.0  a été utilisé pour effectuer une analyse statistique, à l'aide d'une corrélation des moyennes 

de trois répétitions. 
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2.7. Cinétique de libération 

La cinétique de libération de B25 dans les 3 matrices a suivi deux phases distinctes. La 

première phase, rapide et marquée par une libération élevée, a eu lieu entre le 1
er

 et le 5
ème

 

jour, suivie par une seconde phase de stabilisation, qui s‘est étendu du 6
ème

 au 60
ème

 jour où le 

nombre de bactéries viables et cumulatives a été mesuré à 1,94×10
7
 ( 0,02×10

7
) UFC/ml à 

partir des billes d‘alginate, à 1,13×10
7
 ( 0,02×10

7
) UFC/ml à partir des billes 

d‘alginate+argile et à 3,94×10
6
 ( 0,1×10

6
) UFC/ml (Fig.38A). La libération de Pa quant à 

elle, a montré une stabilité relative après une première phase d‘augmentation jusqu‘au 4
ème

 

jour. Après 60 jours d‘expérience, le nombre de bactéries viables était de 4,6×10
7
 ( 

0,05×10
7
) UFC/ml pour les billes d‘alginate, de 7,61×10

7
 ( 0,01×10

7
) UFC/ml pour les billes 

d‘alginate+argile et de 2,75×10
7
 ( 0,11×10

7
) UFC/ml pour celles d‘alginate+talc (Fig.38B). 
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Fig.38. Cinétique de diffusion des bactéries à partir des capsules sèches de (A) B25 et de (B) 

Pa durant 10 jours. GraphPad Prism 9.4.0 a été utilisé pour effectuer une analyse statistique, à l'aide d'une 

corrélation des moyennes de trois répétitions. 

2.8. Effets des rayonnements UV sur la survie bactérienne  

Le rayonnement UV a été utilisé pour exposer les deux bactéries B25 et Pa  

immobilisées dans des billes sèches d'alginate, d'alginate+argile et d'alginate+talc. Les 

bioformulations d'alginate et d'alginate-talc pour B25, et celles d'alginate+argile pour Pa ont 

montré des variations infimes de viabilité après 4 heures d'exposition, tandis qu'une survie 

améliorée a été observée pour B25 immobilisée dans l'alginate+argile et pour Pa immobilisée 

dans l'alginate et l'alginate+talc après la même période d'exposition (Fig.39A,B). Il a donc été 

conclu que l‘alginate assure une protection contre les rayonnements UV et que l‘ajout d'argile 

ou de talc peut renforcer cet effet en agissant comme un écran supplémentaire,limitant 

davantage l'exposition des bactéries et les protégeant ainsi des effets nuisibles de ces 

rayonnements. 
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Fig.39. Effet de l‘exposition aux rayons ultraviolets sur la survie de (A) B25 et (B) Pa 

encapsulées dans l‘alginate, l‘alginate+argile et l‘alginate+talc. Les graphiques à barres représentent 

l'erreur standard moyenne de trois répétitions. OriginPro2022 a été utilisé pour effectuer une analyse statistique, 

en utilisant une ANOVA à deux facteurs et le post-test de comparaison multiple de Tukey. Les barres qui ne sont 

pas étiquetées avec les mêmes lettres sont significativement différentes entre les traitements selon le test HSD 

post hoc de Tukey. 

2.9. Réponse de la croissance du blé dur aux traitements par les rhizobactéries libres et 

encapsulées 

2.9.1. Paramètres morphologiques 

Des expériences en pot sous conditions contrôlées ont été menées afin d'évaluer 

l'impact de l'inoculation des deux souches encapsulées dans différentes matrices sur la 

croissance des plantes de blé dur (Fig.40). Selon nos résultats, les deux souches ont la 

capacité de stimuler de manière significative la hauteur, le poids frais et sec des pousses, 

comparé au contrôle négatif non inoculé et au contrôle positif inoculé par FZB42 

(Fig.41A,C,E). Les billes de Pa contenue dans l'alginate+argile ont été les plus performantes 

pour améliorer la biomasse des plantes (Fig.41C,D,E,F). Toutefois, la longueur des racines n'a 

pas été significativement affectée par l'inoculation, tandis qu'une augmentation significative 

du poids frais et sec des racines a été constatée chez les plantes inoculées avec Pa encapsulée 

dans la matrice d'alginate+talc par rapport aux plantes des deux contrôles (Fig41B,D,F).  
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Fig.40. Effet de l‘inoculation de B25 et Pa libres et encapsulées sur la croissance du blé dur. 
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Fig.41. Effet de l'inoculation bactérienne par FZB42 et par B25 et Pa libres et encapsulées sur 

(A, B) la longueur des pousses et des racines (cm), (C, D) le poids frais des pousses et des 

racines (g) et (E, F) le poids sec des  pousses et des racines des plantes de blé dur. Les 

graphiques à barres représentent l'erreur standard moyenne de trois répétitions. OriginPro2022 a été utilisé pour 

effectuer une analyse statistique, en utilisant une ANOVA à deux facteurs et le post-test de comparaison multiple 

de Tukey. Les barres qui ne sont pas étiquetées avec les mêmes lettres sont significativement différentes entre les 

traitements selon le test HSD post hoc de Tukey. 
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2.9.2. Paramètres biochimiques 

2.9.2.1. Dosage des chlorophylles et de MDA 

L'application des différentes billes de B25 et Pa sur le blé dur a entraîné une 

augmentation des teneurs en pigments chlorophylliens, à des niveaux variables. Les plantes 

inoculées avec Pa contenue dans les billes d'alginate+argile ont montré une amélioration 

significative des teneurs en chlorophylles a, b et totale, tandis que ce traitement a également 

réduit de manière significative les niveaux de caroténoïdes (Fig. 42A-D). Par contre, 

comparées aux contrôles, les plantes traitées avec Pa libre, ou avec Pa encapsulée dans 

l'alginate seul ou dans l'alginate+talc, n'ont pas montré d'effet significatif. 

Les résultats du dosage de MDA indiquent que tous les traitements ont réussi à réduire 

sa teneur par rapport aux contrôles négatif et positif. Cette réduction est particulièrement 

marquée chez les traitements B25 L, Pa L et Pa A qui ont montré les plus fortes diminutions 

(Fig.42E).    
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Fig.42. Effet de l'inoculation bactérienne par FZB42 et par B25 et Pa libres et encapsulées sur 

le contenu de (A) la chlorophylle a (mg/g MF), (B) la chlorophylle b (mg/g MF), (C) la 

chlorophylle a + b (mg/g MF), (D) les caroténoïdes (mg /g MF) et (E) MDA (nM/g MF) des 

plantes de blé dur. Les graphiques à barres représentent l'erreur standard moyenne de trois répétitions. 

OriginPro2022 a été utilisé pour effectuer une analyse statistique, en utilisant une ANOVA à deux facteurs et le 

post-test de comparaison multiple de Tukey. Les barres qui ne sont pas étiquetées avec les mêmes lettres sont 

significativement différentes entre les traitements selon le test HSD post hoc de Tukey. 

2.9.2.2. Dosages des sucres solubles et des protéines totales 

L'évaluation des teneurs en sucres totaux a révélé que l'inoculation avait induit une 

augmentation significative des sucres solubles dans les racines et les pousses des plantes 

traitées, comparativement au contrôle négatif. En particulier, les plantes inoculées avec B25 

encapsulée dans l'alginate+talc ont présenté des niveaux de sucres nettement plus élevés que 

ceux des autres traitements. Par contre, la quantité de sucres dans les racines des plantes 

inoculées avec Pa libre n'a pas montré de différence significative (Fig. 43A, B). 

Concernant les protéines totales, les résultats ont révélé que l'inoculation avait induit 

une amélioration significative de la teneur en protéines des pousses et des racines par rapport 

au contrôle. La souche B25 encapsulée dans l'alginate+talc a montré les niveaux les plus 

élevés d'augmentation des protéines totales, tant dans les pousses que dans les racines (Fig. 

43C, D). 
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Fig.43. Effet de l'inoculation bactérienne par FZB42 et par B25 et Pa libres et encapsulées sur 

(A, B) la teneur en sucres solubles totaux (µg/g MF) et (C, D) la teneur en protéines totales 

(µg/g MF) des pousses et des racines des plantes de blé dur. Les graphiques à barres représentent 

l'erreur standard moyenne de trois répétitions. OriginPro2022 a été utilisé pour effectuer une analyse statistique, 

en utilisant une ANOVA à deux facteurs et le post-test de comparaison multiple de Tukey. Les barres qui ne sont 

pas étiquetées avec les mêmes lettres sont significativement différentes entre les traitements selon le test HSD 

post hoc de Tukey. 

2.9.3. Détermination de la colonisation rhizosphèrique et endophytique racinaire 

La densité bactérienne rhizosphérique endophytique a été analysée. L'évaluation de la 

charge bactérienne rhizosphérique a révélé que la densité bactérienne de B25 et de Pa est 

significativement plus élevée après 45 jours chez les traitements encapsulés d'alginate+argile 

et d'alginate+talc que chez les traitements libres et encapsulés dans l'alginate seul (Fig.44A). 

L'analyse des endophytes indique l'absence totale de B25, alors que Pa est fortement présente 

dans les tissues racinaires internes des plantes traitées avec les billes d'alginate seul et 
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d'alginate+argile par rapport à celles inoculées par Pa libre et Pa contenue dans des billes 

d'alginate+talc (Fig.44B). 

 

Fig.44. Dénombrement des bactéries (Log N (UFC/g)) de (A) la rhizosphère et (B)  de 

l‘endosphère racinaire des plantes de blé dur inoculées avec FZB42, B25 et Pa libres et 

encapsulées. Les graphiques à barres représentent l'erreur standard moyenne de trois répétitions. 

OriginPro2022 a été utilisé pour effectuer une analyse statistique, en utilisant une ANOVA à deux facteurs et le 

post-test de comparaison multiple de Tukey. Les barres qui ne sont pas étiquetées avec les mêmes lettres sont 

significativement différentes entre les traitements selon le test HSD post hoc de Tukey. 

2.10. Discussion 

L‘utilisation de matrices polymériques pour l‘encapsulation des rhizobactéries 

constitue une approche prometteuse pour améliorer la performance des biostimulants en 

agriculture. Dans cette étude, différentes combinaisons d‘alginate et d‘additifs ont été 

examiné pour optimiser les propriétés des matrices d‘encapsulation.  

La spectroscopie infra-rouge a révélé des interactions significatives entre l‘alginate et 

les divers additifs. La bande large à 3400 cm
-1

 correspondant aux vibrations d‘élongation des 

liaisons O-H, indique la présence de groupes hydroxyles, et est modifiée dans le spectre de 

l‘alginate+argile, ce qui suggère des contributions des groupes hydroxyles de l‘argile (da 

Silva Fernandes et al., 2018). Les bandes dans la région 2850-2950 cm
-1

, typiquement 

associées aux vibrations des liaisons C-H, sont présentes dans tous les mélanges, indiquant 

l‘incorporation de polymères dans la matrice d‘alginate (Wulandari et al., 2023). La bande à 

1600 cm
-1 

est associée aux vibrations d‘élongation des liaisons C=O (groupes carboxylates) 

présents dans l‘alginate, et sa modification dans les autres spectres suggére une interaction 

entre les groupes carboxylates de l‘alginate et ceux des différents additifs (Barreca et al., 
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2014). Les spectres de la perlite et du talc ont montré une bande autour de 1420 cm
-1

 qui est 

attribuée aux vibrations asymétriques des groupes carboxylates COO (Wang et al., 2020). La 

présence des bandes  autour de 1000-1100 cm
-1

 sont caractéristiques des vibrations C-O et C-

O-C de l‘alginate en tant que polysaccharide, son intensification dans le spectre de l‘amidon 

est attribuée aux liaisons C-OH lors de l‘incorporation de ce polymère avec l‘alginate, tandis 

que la modification dans le spectre du talc est liée aux vibrations Si-O-Si et Mg-O-Si du talc, 

et celle du spectre de l‘argile est associée aux vibrations Si-O des sillicates d‘aluminium 

(Lozano‐Vazquez et al., 2020).  Les petites bandes à 950 cm
-1

 et 800 cm
-1

 sont dues aux 

vibrations d‘extension des liaisons C-O-C et des Si-O-Si, respectivement (Banu et al., 2018). 

L‘argile, principalement composée de phyllosilicates, interagit avec l‘alginate par des liaisons 

hydrogène et des interactions électrostatiques (Surya et al., 2019). Les groupes hydroxyles de 

l‘argile peuvent former des ponts hydrogène avec les groupes carboxylates et hydroxyles de 

l‘alginate, améliorant ainsi la cohésion de la matrice (Abd Rahim et al., 2013). De plus, les 

cations présents dans l‘argile peuvent interagir avec les carboxylates de l‘alginate, formant 

des liaisons ioniques qui renforcent la structure du composite (Adzmi et al., 2012). Des études 

montrent que ces interactions peuvent améliorer la stabilité thermique et mécanique des 

composites alginate-argile (Adzmi et al., 2012 ; Abd Rahim et al., 2013). 

Le talc, un silicate de magnésium, interagit avec l‘alginate principalement par des 

interactions hydrophobes et des liaisons hydrogène. Les groupes hydroxyles présents sur la 

surface du talc peuvent interagir avec les groupes carboxylates et hydroxyles de l‘alginate, 

formant des liaisons hydrogène (Landman et Focke, 2006). De plus, les surfaces hydrophobes 

du talc peuvent s‘associer avec les segments hydrophobes de l‘alginate, améliorant la 

dispersion et la stabilité du composite (Tran et al., 2023). Les recherches indiquent que ces 

interactions peuvent augmenter la cristallinité et améliorer les propriétés de barrière des 

composites alginate+talc (Landman et Focke, 2006 ; Tran et al., 2023). 

L‘analyse DRX a révélé des différences significatives dans la cristallinité des 

échantillons. Les échantillons d‘alginate, alginate+perlite, alginate+amidon et 

alginate+perlite+amidon ont montré une absence des pics distincts,ce qui suggère une absence 

des phases cristallines ou une faible cristallinité de ces additifs.  Seuls les mélanges 

alginate+talc et alginate+argile montrent des phases cristalline bien définies. Les pics 

observés pour l'échantillon alginate+talc sont à : 9,33° ; 28,52° ; 30,88° ; 41,05° ; 44,8° ; 

50,42° et 50,99° qui sont caractéristiques du plan cristallin du talc dont ceux à 9,33° ; 28,52° 

et 30,88° sont nets et étroits indiquant une bonne cristallinité et une dispersion homogène des 

additifs (Wang et al., 2015). Un pic typique des argiles a été observé à 26,47° notamment du 
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quartz qui est souvent présent dans les argiles naturelles dans l'échantillon de l'alginate+argile 

(Zhou et al., 2018). Ainsi, le tracé DRX démontre la présence des pics moins intenses et peu 

larges sur les graphiques de l‘alginate+talc et l‘alginate+argile, suggèrant une dispersion 

inhomogène ou des particules plus petites mais confirment une bonne incorporation des 

additifs (Čavajda et al., 2015). Ces résultats suggèrent que ces combinaisons pourraient offrir 

des propriétés améliorées à la bioformulation notamment des propriétés mécaniques et 

thermiques.  

L‘alginate a une capacité naturelle à former des gels homogènes en présence de 

cations divalents comme le calcium (Demircan etOral, 2023). Cette propriété intrinsèque 

permet la formation des billes sphériques lorsque la solution d‘alginate est dispersée dans une 

solution de chlorure de calcium, assurant une gélification uniforme et rapide (Demircan et 

Oral, 2023). Les interactions entre les groupes hydroxyles et carboxylates de l‘alginate et les 

composants de l‘argile améliorent la cohésion de la matrice, facilitant la formation de 

structures sphériques, les cations de l‘argile peuvent également interagir avec les carboxylates 

de l‘alginate, formant des liaisons ioniques qui renforcent la gélification et stabilisent la forme 

sphérique (Barreca et al., 2014). Le talc, en tant que matériau inerte avec des surfaces 

hydrophobes, améliore la dispersion de l‘alginate et favorise une gélification homogène. Les 

interactions hydrophobes et les liaisons hydrogènes entre le talc et l‘alginate assurent une 

distribution uniforme des particules de talc dans la matrice d‘alginate, ce qui aide à maintenir 

la forme sphérique des billes (Smrdel et al., 2008). 

Afin d‘évaluer l‘effet des différents additifs sur la croissance bactérienne, B. 

thuringiensis B25 et P. agglomerans Pa ont été cultivé sur milieu LB en présence d‘alginate, 

d‘alginate+argile et d‘alginate+talc. L‘alginate à la concentration utilisé, n‘a pas d‘effet 

inhibiteur ou promoteur notable sur la croissance des deux bactéries ce qui est conforme aux 

études antérieures indiquant que l‘alginate est une matrice neutre qui ne perturbe pas la 

croissance des micro-organismes (Adamiak et Sionkowska, 2023). De même, l‘ajout de 

l‘argile à l‘alginate n‘a pas d‘impact significatif sur la croissance bactérienne bien que les 

argiles puissent parfois avoir un effet promoteur de la croissance bactérienne selon la 

composition et la concentration (Cardoso et al., 2023). Le talc, combiné à l‘alginate reste 

également neutre en terme d‘interaction avec les bactéries, ce qui en est en accord avec la 

littérature sur l‘utilisation du talc dans formulations biotechnologiques (Novinscak et Filion, 

2020). 

L‘ensemble des billes obtenues après gélation présentaient une morphologie sphérique 

uniforme, une forme favorable pour l‘application en agriculture assurant une distribution 
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homogène des biostimulants (Balla et al., 2022). Les billes de Pa encapsulées dans 

l‘alginate+talc avaient le diamètre le plus élevé avant et après séchage. Nos observations sont 

en accord avec ceux de Berninger et al. (2016), qui soulignent que la taille et la forme des 

billes peuvent être influencées par la méthode d‘encapsulation et les additifs utilisés, en 

particulier, ce qui peut aboutir à une structure plus rigide, stable, conduisant également à des 

billes de plus grande taille. Le poids sec le plus important a été observé pour les billes 

d‘alginate+argile, ceci peut être attribué à la capacité de l‘argile à retenir l‘humidité et à sa 

densité plus élevée par rapport à l‘alginate (Wagner, 2013). 

L‘efficacité d‘encapsulation a été très élevée pour toutes les formulations, variant entre 

99,955% et 99,999%. Ces résultats concordent avec ceux de He et al. (2015), qui ont observé 

des résultats similaires pour Raoultella planticola Rs-2 encapsulée dans des composites de 

bentonite et d'alginate, ainsi qu'avec ceux de X. Li et al. (2017), qui ont rapporté une 

efficacité de 91,38 % pour Pseudomonas putida Rs-198 encapsulée dans la même matrice 

d'alginate et bentonite. Une efficacité élevée reflète une adhésion optimale des cellules à la 

matrice, ce qui se traduit par des performances d'encapsulation idéales. Ce résultat confirme la 

pertinence de la méthode utilisée pour retenir les bactéries dans la matrice d'alginate et ses 

combinaisons. Par ailleurs, les additifs employés renforcent cette encapsulation, garantissant 

ainsi une présence suffisante de bactéries viables dans les capsules (Szopa et al., 2022). Les 

taux de survie des bactéries ont montré des différences notables entre les deux souches et les 

matrices utilisées. Pour B25, les taux de survie variaient entre 98,5% et 100% pour l‘ensemble 

des matrices. En revanche, Pa encapsulée dans l‘alginate seul avait un taux de survie 

significativement plus faible (77,971%). Ces résultats peuvent s‘expliquer par les différences 

inhérentes entre les souches bactériennes et leurs interactions avec les matrices 

d‘encapsulation. Pour la bactérie gram négative Pa, l‘ajout d‘argile et du talc en combinaison 

avec la proline en tant qu‘osmoprotecteur a significativement amélioré le taux de survie 

comparé à l‘alginate seul. En plus de son rôle dans la rétention d'eau, la proline aide à atténuer 

les effets du stress osmotique en agissant comme un osmolyte et une molécule antioxydante 

efficace (Hussain et al., 2021). L‘argile et le talc offrent une protection physique 

supplémentaire contre le stress environnemental et la dessiccation survenant durant l‘étape du 

séchage des capsules, créant une barrière protectrice autour des bactéries encapsulées (S.Li et 

al., 2021). Cette barrière peut réduire la perte d‘eau rapide et protéger les cellules bactériennes 

contre les variations de température et d‘humidité (Fossum, 2020). En effet, l‘argile et le talc 

ont une capacité de rétention d‘eau élevée, ce qui aide à maintenir un microenvironnement 

hydraté autour des cellules bactériennes pendant le processus de séchage (Goss et al., 2003 ; 
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Pushpadass et al., 2008). Cette rétention d‘eau supplémentaire peut minimiser le stress 

osmotique et aider à préserver la viabilité cellulaire. De plus, les particules d‘argile et de talc 

possèdent des surfaces chargées qui peuvent interagir avec les membranes bactériennes 

stabilisant ainsi les cellules en réduisant les dommages pendant le processus de dessiccation 

(Mueller, 2015 ; Wang et al., 2020). 

Les résultats de la survie des bactéries encapsulées après un stockage de 12 mois à 4°C 

montrent des différences significatives entres les matrices d‘encapsulation et les souches 

bactériennes. B25 a révélé une robustesse et une viabilité élevée dans toutes les matrices avec 

une survie exceptionnelle dans la matrice d‘alginate seul. Les résultats obtenus pour B25 sont 

comparables à ceux rapportés par W.Zhang et al. (2023), où une survie élevée de Bacillus 

pumilus G5 dans des capsules d‘alginate-trehalose-kaolin a été observée après 180 jours de 

stockage à 4°C. L‘alginate, l‘argile et le talc semble fournir une barrière physique similaire 

qui protège les bactéries et aide à maintenir un gel hydraté autour des cellules encapsulées. La 

matrice d‘alginate est connue pour ces propriétés biocompatibles et sa capacité à former un 

gel stable qui protège les bactéries encapsulées des conditions extérieures (Lambrese et al., 

2024). Cette protection peut être plus efficace pour les bactéries sporulantes comme Bacillus 

qui possède une résistance naturelle aux conditions de stress (Saberi Riseh et al., 2021). La 

réduction drastique de la survie dans la matrice d‘alginate pour Pa peut être due à la 

sensibilité accrue des gram-négatives à la dessiccation et à d‘autres stress liés à la 

cryoconservation (Berninger et al., 2018). La survie de Pa dans la matrice d‘alginate seul est 

plus en ligne avec les résultats observés par Stella et al. (2019), où la population microbienne 

de quatre bactéries Gram-négatives immobilisées dans l‘alginate enrichi en engrais organique 

a diminué de manière significative après un stockage prolongé, passant de 10
12 

UFC/g à 10
6 

UFC/g après 413 jours. Le stress osmotique peut endommager les membranes cellulaires, les 

protéines et l‘ADN pendant le stockage suite à la formation des ROS (Poole, 2012), les 

bactéries encapsulées peuvent être protégées de ce stress oxydatif par la proline qui aide à 

stabiliser les protéines et les structures cellulaires, comme elle peut agir en tant que piégeur 

des ROS en cas de leur présence (Rejeb et al., 2014). Pour B25, la formation de spores est un 

avantage majeur, car les spores sont extrêmement résistantes aux conditions défavorables, y 

compris à la dessiccation et à la conservation à basse température pendant de longues périodes 

(Etesami et al., 2023b). En revanche, les bactéries gram-négatives comme Pa sont plus 

sensibles aux conditions de stockage prolongées à basse température en partie à cause de leur 

membrane externe plus complexe et vulnérable (Han et al., 2023). 
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La matrice d‘argile a permis de maintenir une survie stable après 12 mois de stockage. 

Grâce à ces propriétés physiques et chimiques, l‘argile semble offrir une protection 

supplémentaire, particulièrement aux bactéries Gram-négatives. Les minéraux argileux 

peuvent non seulement fournir des nutriments essentiels mais aussi interagir avec les 

membranes bactériennes, stabilisant ainsi les cellules et réduisant les dommages oxydatifs 

pendant le stockage (Sandalci et al., 2021). Le talc, similaire à l‘argile, contient des minéraux 

qui peuvent aider à stabiliser les membranes bactériennes et à réduire les effets de la 

dessiccation. Les interactions spécifiques entre les particules du talc et les membranes 

bactériennes pourraient offrir une protection optimale contre le stress osmotique (Bejarano et 

al., 2017). Des études complémentaires ont montré qu‘après 8 mois de stockage, la population 

de Pseudomonas fluorescens Pf1 dans une formulation à base de talc a diminué de 37,5×10
7 

UFC/g à 1,3×10
7 

UFC/g (Nakkeeran et al., 2006). De même, P.putida dans une formulation à 

base de talc après 45 jours de conservation ne présentait que 1,0×10
3
 UFC/g (Amer et 

Utkhede, 2000). Alors qu‘après 6 mois d‘incubation à 4°C, les souches P.kilonensis PK11 et 

P. putida PP20 présentaient une survie de 27,4×10
8 

UFC/g et 2,3×10
8 

UFC/g dans un support 

d‘alginate et de charbon naturel, tandis que dans le support d‘alginate+nanoargile elles 

présentaient respectivement 22,7×10
8 

UFC/g et 21,4×10
8 

UFC/g (Safari et al., 2020). 

La cryoconservation à 4°C à long terme peut avoir des effets sur la physiologie et le 

métabolisme des bactéries, la basse température ralentit considérablement les processus 

métaboliques des bactéries (Dijkstra et al., 2011). De ce fait, la préservation des activités de 

promotion de la croissance des plantes in vitro par les bactéries encapsulées est cruciale pour 

évaluer leur efficacité après stockage. Les observations sont importantes pour comprendre 

l‘impact des différentes matrices sur la préservation des activités PGP des bactéries 

encapsulées. 

La cessation de production de sidérophores dans la matrice d‘alginate après 6 mois 

peut être attribuée aux effets du stress osmotique. Pendant la cryoconservation, la dessiccation 

peut induire des modifications dans l‘expression des gènes responsables de la synthèse des 

sidérophores, en altérant les processus métaboliques essentiels (Höper et al., 2006). De plus, 

le stress osmotique peut générer des ROS qui endommagent l‘ADN et réduisent l‘expression 

des gènes PGP (Scales et al., 2023). Les conditions de stress peuvent perturber les 

mécanismes de régulation génique, diminuant ainsi la capacité des microorganismes à 

synthétiser des sidérophores de manière efficace (Wu et al., 2023). 

Chez Pa, la cessation de la production de sidérophores dans la matrice d‘alginate peut 

également être attribuée à la diminution de la population microbienne dans les capsules au fil 
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du temps. Cette diminution influence le quorum sensing, un mécanisme de communication 

bactérienne dépendant de la densité cellulaire (Saiko, 2021). Les sidérophores peuvent agir 

comme des autoinducteurs de quorum chez certaines bactéries, et une densité réduite peut 

entraîner une réduction de la production en raison de l‘absence de stimulation par ces 

molécules signal (Guan et al., 2000). La diminution de la densité bactérienne affecte 

également la synthèse de l‘AIA de manière négative (Hanh etMongkolthanaruk, 2017), qui, 

en plus de l‘effet des conditions stressantes du stockage sur la répression de l‘induction de 

l‘expression des enzymes impliquées dans la synthèse de l‘AIA (Duca et Glick, 2020), 

expliquent la faible production de cette phytohormone par Pa. 

La solubilisation du phosphate par les rhizobactéries dépend largement de l‘espèce 

bactérienne et de sa physiologie, ainsi que des mécanismes utilisés pour la solubilisation, tels 

que la production d‘acides organiques et de phosphatases (Kalayu, 2019 ; Pan et Cai, 2023). 

Safari et al. (2020) ont montré que la capacité à solubiliser le phosphate est proportionnelle à 

la densité bactérienne, et qu‘il existe une forte corrélation entre cette capacité et la synthèse 

des phosphatases. Ainsi, l‘efficacité des phosphobactéries peut être liée à une production 

continue d‘acides organiques (Rawat et al., 2021) 

Le rôle des matrices contenant l‘argile et le talc contre les effets néfastes de la 

dessiccation est évident dans la préservation des activités métaboliques et fonctionnelles des 

bactéries, nos observations soutiennent l‘idée que les matrices enrichis en minéraux comme 

l‘argile et le talc offrent une meilleure préservation des activités PGP. Des études antérieures 

renforcent ces observations, Young et al. (2006) ont démontré que l‘amendement d‘une 

formulation d‘alginate avec de l‘acide humique améliorait la capacité de solubilisation du 

phosphate par B. subtilis après 5 mois de stockage. Ainsi l‘inclusion des additifs de nanoargile 

à la matrice d‘alginate explique l‘effet similaire chez les deux souches P. putida et P. 

kilonensis sur la solubilisation du phosphate tricalcique et l‘hydroxyapatite (Safari et al., 

2020). 

Les taux de gonflement obtenus étaient plus importants que ceux rapportés par Meftah 

Kadmiri et al. (2021), qui variaient entre 61,5% (± 1,35%) et 36,5% (± 5%), alors que des 

taux plus élevés ont été obtenus dans d‘autres études (Tu et al., 2016 ; He et al., 2017). Les 

différences de gonflement observées peuvent être attribuées aux propriétés inhérentes des 

matrices. Les groupes hydroxyles (-OH) présents dans l‘alginate de sodium jouent un rôle 

crucial dans le processus de gonflement des capsules (Ray et al., 2020). Ces groupes –OH 

peuvent former des liaisons hydrogène avec les molécules d‘eau, ce qui entraîne un 

gonflement du matériau (Ray et al., 2020). Lorsque les capsules entrent en contact avec l‘eau, 
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les liaisons hydrogène entre les groupes -OH de l‘alginate et les molécules d‘eau entraînent 

une expansion du réseau polymère, augmentant ainsi le volume des capsules (Rosiak et al., 

2021). L‘argile et le talc augmentent la capacité d‘absorption d‘eau de l‘alginate en raison de 

leurs structures minérales poreuses et de leur capacité à retenir l‘eau (Hood et al., 2022). Ces 

additifs augmentent la surface spécifique des capsules, facilitant une absorption d‘eau plus 

rapide et plus importante (Guo et al., 2018). 

La densité plus faible et la structure plus lâche des capsules d‘alginate seul peuvent entraîner 

une rétention d‘eau moins efficace, conduisant à un gonflement plus étendu mais moins 

rapide (Lee et al,. 2000). En revanche, les matrices alginate+argile et alginate+talc, plus 

compactes et structurées, atteignent leur capacité maximale d‘absorption d‘eau plus 

rapidement et stabilisent leur taille plus tôt (Rashidzadeh et al., 2014). 

Les exopolysaccharides (EPS) produits par les bactéries encapsulées B25 et Pa (Cherif-Silini 

et al., 2016 ; Cherif-Silini et al., 2019) jouent également un rôle important dans l‘absorption 

d‘eau et le gonflement des capsules. Ces EPS, qui sont des polymères de sucres excrétés par 

les bactéries, peuvent créer un environnement hydrophile autour des cellules bactériennes et 

interagir avec les molécules d‘eau et les matrices environnantes, augmentant ainsi la capacité 

de rétention d‘eau des capsules (Silva et al., 2019). Les interactions potentielles entre les EPS 

et les matrices d‘alginate, d‘argile ou du talc peuvent également renforcer la structure des 

capsules et améliorer leur capacité de rétention d‘eau (Costa et al., 2018). 

La cinétique de libération de B25 et de Pa à partir des différentes matrices montre des 

phases distinctes et des tendances variées. La libération des bactéries se déroule 

principalement par un mécanisme de diffusion. Le contact des billes avec l‘eau entraîne un 

gonflement et augmente l‘hydratation des billes (He et al., 2015). Ce processus crée un 

gradient de concentration d‘eau entre l‘intérieur et l‘extérieur des billes (Pérez-Luna et 

González-Reynoso, 2018). Le déplacement des bactéries est provoqué par la pression osmose 

créée par l‘absorption  d‘eau. Les bactéries suivent un gradient de concentration, se diffusant 

de l‘intérieur vers l‘extérieur des billes (He et al., 2015).Ces résultats mettent en évidence 

l‘impact de la charge bactérienne dans les billes et la composition des matrices sur la 

dynamique de libération des bactéries. La phase initiale rapide de B25 peut être attribuée à un 

taux de diffusion plus élevé de l‘eau, facilitant le gonflement et la libération des bactéries à 

partir des matrices plus poreuses (Berninger et al., 2016). La phase de stabilisation suggère 

que les bactéries restantes sont plus étroitement liées à la matrice (Berninger et al., 2016). 

Pour Pa, le gonflement progressif des billes en contact d‘eau créant un gradient initialement 

fort favorise une libération rapide des bactéries ce qui explique la phase initiale 
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d‘augmentation de la libération (Colin et al., 2024). Les billes absorbent une quantité 

maximale d‘eau et atteignent leur capacité de gonflement optimale, la saturation en eau à 

l‘intérieur des billes réduit le gradient de concentration, ralentissant ainsi la diffusion des 

bactéries (Colin et al., 2024). 

La charge bactérienne initiale à l‘intérieur des billes joue un rôle décisif dans la diffusion du 

grand nombre de bactéries viables. Une densité bactérienne élevée favorise une libération 

accrue, garantissant qu‘un plus grand nombre de bactéries atteignent l‘environnement cible 

(Wu et al., 2012). Cela est essentiel pour maintenir une concentration effective d‘inoculants, 

ce qui est déterminant pour les applications agricoles où l‘efficacité des PGPR dépend de leur 

capacité à coloniser rapidement les racines des plantes et à exercer leurs effets bénéfiques 

(Alori et al., 2017).     

Le test d‘exposition aux rayonnements UV est essentiel pour évaluer la résistance des 

bioformulations utilisées comme inoculants en agriculture. Les résultats de l‘étude montrent 

que les différentes bioformulations présentent des variations minimes de viabilité après 4 

heures d‗exposition aux UV. Nos observations concordent bien avec celles de Zohar-Perez et 

ses collègues (2003), dont l‘encapsulation de Pantoea agglomerans et de Trichoderma 

harzianum dans des billes d‘alginate-glycérol enrichies en kaolin a permis d‘obtenir une 

meilleure survie lors de l‘exposition aux rayons UV par rapport aux billes d‘alginate-glycérol. 

Les rayonnements UV sont un facteur de stress environnemental majeur pouvant affecter 

négativement les inoculants microbiens (Idris et al., 2024). Ces rayonnements sont 

particulièrement intenses et fréquents dans plusieurs régions du monde, telles que le bassin 

méditerranéen, le Moyen-Orient, l‘Australie, et certaines parties du continent américain, où 

les activités agricoles sont répandues (Bornman et al., 2019 ; Grant et al., 2019). 

Les rayonnements UV peuvent induire la formation des dimères de thymine dans l‘ADN 

bactérien, conduisant à des mutations et des dysfonctionnements cellulaires (Gaul etSvejstrup, 

2021). Ces dommages réduisent la viabilité des inoculants microbiens, compromettant leur 

capacité à coloniser la rhizosphère et les racines des plantes et à exercer leurs effets 

bénéfiques (Stark et Hart, 2003 ; Chen et al., 2011). Il est donc crucial de protéger ces 

bactéries des rayonnements UV pour maintenir leur viabilité et leur efficacité sur le terrain. 

Les bioformulations testées dans cette étude comprennent l‘alginate, l‘alginate+argile et 

l‘alginate+talc, offrant chacune une protection contre les rayonnements UV. La structure en 

réseau de l‘alginate offre une protection de base en créant une barrière physique réduisant la 

pénétration des rayons UV (Saberi Riseh et al., 2021).En plus, l‘alginate peut absorber les 

rayonnements UV principalement grâce à ses propriétés chimiques et physiques, sa nature 
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polysaccharidique composée de résidus d‘acide mannuronique (M) et d‘acide guluronique 

(G), qui possèdent des groupes fonctionnels capables d‘interagir avec les rayonnements UV 

(Draget et al., 2006). Les groupes fonctionnels présents dans les unités M et G, tels que les 

groupements carboxyle (-COOH) et hydroxyle (-OH), peuvent absorber les photons UV 

(Salgado et al., 2007). Ces groupes sont capables de transférer l‘énergie des photons absorbés 

à la structure du polymère (Salgado et al., 2007), ce qui peut réduire l‘intensité du 

rayonnement qui atteint les bactéries encapsulées. L‘alginate peut former des complexes avec 

des cations tels que Ca
2+

 utilisés dans la gélification des capsules d‘alginate. Ces complexes 

peuvent également contribuer à l‘absorption des UV en modifiant les propriétés optiques du 

matériau (Cendon et al., 2021). 

L‘ajout d‘argile ou de talc à la matrice d‘alginate améliore les propriétés protectrices. Les 

particules d‘argile au sein de la matrice d‘alginate dispersent et absorbent les rayonnements 

UV, réduisant ainsi la quantité de lumière UV qui pénètre dans la capsule et atteint les 

bactéries (Oleyaei et al., 2016). Cet effet de dispersion est dû à la composition minérale de 

l‘argile, capable de refléter et d‘absorber différentes longueurs d‘onde de la lumière UV 

(Oleyaei et al., 2016). De même, les silicates de magnésium hydratés du talc contribuent 

également à la protection contre les UV. Les fines particules du talc dispersées dans la matrice 

d‘alginate augmentent l‘effet de protection contre les UV en réfléchissant et en absorbant les 

rayons UV (López-galindo et Viseras, 2004). Cette double action de dispersion et 

d‘absorption aide à protéger efficacement les bactéries encapsulées. Les résultats de la 

résistance à l‘exposition de 4 heures aux UV suggèrent une bonne indication de la robustesse 

des capsules. L‘alginate et ces combinaisons avec l‘argile et le talc peuvent garantir une 

proportion élevée de bactéries viables survivant dans des conditions de terrain. 

Les expériences en pots sous conditions contrôlées permettent  d‘évaluer précisément 

l‘impact des traitements expérimentaux sur la croissance des plantes, en minimisant les 

variations environnementales tout en contrôlant les facteurs de croissance. Cela garantit que 

les différences observées dans les paramètres de croissance des plantes sont principalement 

dues aux traitements appliquées (Junker et al., 2015). Dans ce contexte, nos expériences en 

pot ont été réalisées sur le blé dur vu sa grande importance économique et son implication 

dans la sécurité alimentaire et l‘agriculture durable. 

Nos résultats ont démontré que les matrices d‘encapsulation ont un impact crucial sur 

l‘efficacité des bactéries inoculées. Les bactéries encapsulées dans les matrices 

d‘alginate+argile et d‘alginate+talc ont montré des performances supérieures par rapport aux 

autres traitements. Les billes d‘alginate+argile de Pa ont été les plus performantes pour 
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améliorer la biomasse des plantes, notamment celle du système aérien. Les pousses du blé 

sont essentielles pour la photosynthèse et la production de biomasse, influençant directement 

le rendement final de la plante. Une augmentation de la hauteur et de la biomasse des pousses 

se traduit par une plus grande surface foliaire pour la photosynthèse, conduisant à une 

croissance plus vigoureuse et potentiellement à un rendement accru (Simkin et al., 2019). La 

supériorité de Pa peut être due d‘une part à sa capacité de promouvoir la croissance des 

plantes, et, d‘autre part aux propriétés nutritives de l‘argile. 

Les mécanismes de promotion de la croissance du blé par P. agglomerans et B. 

thuringiensis diffèrent. Pa produit de l‘AIA, une auxine qui stimule la division et l‘élongation 

cellulaire, augmentant ainsi la hauteur des plantes (Luziatelli et al., 2020). La production de 

cytokinine et de l‘acide phenylacetique par Pa peut également jouer un rôle dans la croissance 

des pousses. Les cytokinines peuvent promouvoir la division cellulaire en retardant la 

sénescence (Yang et al., 2021). De même, l‘acide phenylacetique influence positivement les 

parties aériennes végétales, comme il peut avoir un impact sur la germination des graines en 

stimulant l'élongation de la coléoptile du blé (Perez et al., 2023). Pa a prouvé sa grande 

capacité à solubiliser le phosphate insoluble, augmentant ainsi sa disponibilité essentielle pour 

les plantes. Le phosphate est déterminant pour le développement des plantes, il se trouve dans 

tous les tissus végétaux et rentre dans la composition des acides nucléiques, des enzymes, des 

coenzymes et des phospholipides (Timofeeva et al., 2022a). Les sidérophores produits par Pa 

rendent le fer plus disponible pour la plante, ce qui est essentiel pour de nombreux processus 

métaboliques comme la respiration et la photosynthèse (Timofeeva et al., 2022b). Pour B25, 

sa capacité à fixer l‘azote et à solubiliser le phosphate en plus de sa production de 

sidérophores expliquent son effet probiotique sur le blé (Saadaoui et al., 2022). De plus, B. 

thuringiensis peut induire une résistance systémique chez les plantes, les rendant plus 

résistantes aux stress biotiques et abiotiques, ce qui peut indirectement favoriser une meilleure 

croissance (Wang et al., 2020). 

L‘ajout d‘argile et du talc à la matrice d‘alginate améliore les propriétés protectrices et 

l‘apport en nutriments des capsules. Lors de l‘arrosage, les billes absorbent de l‘eau, gonflent 

et relâchent le réseau d‘alginate, facilitant la diffusion des bactéries la dissolution et la 

libération progressive des nutriments dans le sol environnant (Wu et al., 2012). Les minéraux 

libérés des capsules comme le calcium, le magnésium, le potassium et le zinc jouent des rôles 

spécifiques dans les processus métaboliques des plantes (Murray, 2006). Le calcium (Ca) est 

essentiel pour la structure des parois cellulaires et le fonctionnement des membranes 

cellulaires (Hepler et Winship, 2010), alors que le magnésium (Mg) constitue un composant 
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central de la chlorophylle et un élément déterminant pour la photosynthèse (Bohn et al., 

2004). Le potassium (K) régule l‘ouverture et la fermeture des stomates, affectant la 

transpiration et l‘absorption des nutriments (Rawat et al., 2022). Le fer (Fe) et le zinc (Zn) 

sont essentiels pour la synthèse de la chlorophylle, des protéines et des enzymes (Clemens, 

2022 ; Zia-ur-Rehman et al., 2023). Le silicium (Si) contenu dans le talc renforce la structure 

cellulaire des plantes, améliorant leur résistance aux stress abiotiques et biotiques (Bybordi, 

2012). 

Il est important de noter que nos souches ont montré une robustesse et une efficacité 

supérieure par rapport à B.velezensis FZB42, un biofertilisant commercial bien établi, réputé 

pour produire des phytohormones, des sidérophores et des antibiotiques naturels, ce qui en fait 

un agent efficace pour améliorer la croissance végétale (Fan et al., 2018). Il a été rapporté que 

le FZB42 a des effets positifs sur le biocontrôle et l‘amélioration de la croissance dans des 

essais au champ sur le blé (Talboys et al., 2014 ; Gu et al., 2017).Cette performance accrue 

résulte de mécanismes optimisés de libération des bactéries encapsulées, d‘une protection 

renforcée contre les stress environnementaux et d‘une efficacité supérieure des activités 

favorisant la croissance des plantes. Par conséquent, les résultats révèlent une augmentation 

significative du poids frais et sec des racines des plantes inoculées avec Pa encapsulée dans 

une matrice d‘alginate et de talc. L‘effet combiné des phytohormones secrétées par Pa et des 

minéraux de la matrice sont à l‘origine de cette augmentation. Le poids des racines est un 

indicateur clé de la santé et de la vigueur des plantes. Des racines plus développées peuvent 

explorer un plus grand volume du sol, absorbant plus d‘eau et de nutriments, ce qui stimule 

une croissance robuste des pousses (Fageria etMoreira, 2011). 

Les plantes inoculées avec Pa encapsulée dans l‘alginate+argile ont montré une 

amélioration significative des teneurs en pigments chlorophylliens. Cette augmentation 

indique une amélioration de l‘activité photosynthétique. Il a été rapporté que l‘amélioration de 

la nutrition minérale de la plante en solubilisant le phosphate et le zinc ou en synthétisant des 

sidérophores favorise la synthèse des chlorophylles. Le fer est impliqué dans la formation de 

plusieurs complexes chlorophyllo-protéiques nécessaires à la photosynthèse. Une carence en 

fer peut entraîner une chlorose (jaunissement des feuilles) (Z.Zhang et al., 2023). Le 

phosphore est vital pour le transfert d‘énergie chez les plantes et est directement impliqué 

dans la synthèse de la chlorophylle. Il aide à la formation d‘ATP et de NADPH, nécessaire au 

processus de la photosynthèse et une carence de cet élément peut limiter l‘approvisionnement 

en énergie pour la synthèse de la chlorophylle, entraînant une croissance médiocre des plantes 

(Frydenvang et al., 2015). En outre, le zinc constitue une composante structurelle de plusieurs 
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protéines et enzymes impliquées dans la biosynthèse de la chlorophylle, ce qui améliore 

l‘efficacité photosynthétique (Umair Hassan et al., 2020). Ainsi, l‘induction des réponses 

antioxydantes chez les plantes peut également influencer la teneur en chlorophylles, les 

bactéries peuvent réduire les dommages oxydatifs dans les cellules chlorophylliennes en 

augmentant la stabilité et la concentration des pigments (Fukami et al., 2018). L‘amélioration 

de la nutrition et la réduction du stress oxydatif contribuent à l‘augmentation de la surface 

foliaire, offrant plus d‘espace pour la synthèse et l‘accumulation des chlorophylles. Une plus 

grande surface foliaire permet une meilleure capture de la lumière et augmente l‘efficacité de 

la photosynthèse (Evans, 2013). 

La réduction de la teneur en MDA indique une diminution des dommages oxydatifs. 

Tous les traitements ont réussi à réduire les niveaux de MDA par rapport aux contrôles négatif 

et positif, avec des réductions particulièrement marquées chez B25 et Pa libres et Pa 

encapsulée dans l‘alginate. La production des enzymes antioxydantes, l‘induction des 

réponses de défense systémiques et des mécanismes de réparation et protection cellulaires 

sont impliquées dans la réduction de la teneur en MDA chez les plantes par les rhizobactéries 

(Gomathi et al., 2012 ; H.Q.Li et al., 2017). La diminution des niveaux de MDA permet aux 

plantes de blé de mieux résister aux stress environnementaux augmentant leur croissance et 

leur rendement (HongBo et al., 2005). 

La teneur accrue en sucres dans les racines et les pousses indique une meilleure 

nutrition et un métabolisme actif, favorisant la croissance et la résilience des plantes. Les 

sucres sont des composants clés du métabolisme énergétique et sont essentiels pour la 

formation des parois cellulaires et des structures végétales (Chen et al., 2021). 

L‘augmentation de la disponibilité des nutriments et l‘amélioration de la photosynthèse 

conduisent à une production accrue des sucres (Iqbal et al., 2024), une meilleure 

photosynthèse permet aux plantes de synthétiser et d‘accumuler plus de glucides, essentiels 

pour la croissance et le métabolisme (Iqbal et al., 2024). Ainsi, la sécrétion des enzymes 

hydrolytiques facilite la décomposition de la matière organique et la libération des sucres 

solubles, qui peuvent être absorbés par les plantes et utilisés comme source d‘énergie et de 

carbone (Neemisha et Sharma, 2022). Par ailleurs, les améliorations observées dans les 

teneurs des protéines sont attribuées à une combinaison de mécanismes physiologiques et 

biochimiques induits par les deux bactéries testées. L‘amélioration de l‘absorption de l‘azote, 

du fer et d‘autres nutriments favorise la biosynthèse des protéines (Rochlani et al., 2022). De 

plus, en réduisant le stress oxydatif, les bactéries inoculées permettent une allocation plus 



CHAPITRE III : RÉSULTATS ET DISCUSSION 

 

 Page 131 
 

efficace des ressources métaboliques vers la synthèse des protéines plutôt que vers la 

réparation des dommages cellulaires (Desoky et al., 2020). 

Le processus de colonisation est fortement influencé par l‘affinité spécifique entre la 

bactérie et la plante hôte (Ahmad et al., 2011). Nos résultats mettent en évidence la 

compatibilité entre les deux souches testées, FZB42 et le blé dur. Les résultats de la 

colonisation endophytique ont montré que Pa encapsulée dans les billes d‘alginate seul et 

d‘alginate+argile présente une meilleure colonisation par rapport aux autres traitements. La 

littérature a rapporté que P. agglomerans est souvent retrouvée à des densités de 10
6
 à 10

9 

UFC/g dans la rhizosphère et de 10
4
 à 10

8 
UFC/g dans les tissus internes des racines (Soluch 

et al., 2021). Dans une autre étude, la souche P. agglomeransYS19 a colonisé l‘endosphère 

racinaire du riz à une densité de 3,6x10
7 

UFC/g (Zhang et al., 2010). P.agglomerans est très 

connue pour sa capacité à coloniser efficacement la rhizosphère et les tissus internes du blé 

(Soluch et al., 2021). Son succès en tant qu‘endophyte s‘explique par plusieurs mécanismes 

dont le chimiotactisme et le quorum sensing (Zhang et al., 2010). Le chimiotactisme permet à 

Pa de détecter et de se déplacer en réponse à des gradients chimiques provenant des exsudats 

racinaires (Sun et al., 2022). Ces exsudats racinaires, composés de sucres, d‘acides organiques 

et d‘autres métabolites, attirent les bactéries vers les racines et favorisent leur colonisation en 

fournissant les nutriments essentiels (Sun et al., 2022). Le quorum sensing quant à lui, permet 

à Pa de réguler l‘expression de gènes impliqués dans la colonisation, la formation de biofilm 

et à la production de métabolites secondaires bénéfiques (Zouagui et al., 2024). Ces deux 

mécanismes de communication cellulaire permettent une coordination collective, essentielle 

pour la formation de biofilms protecteurs et la colonisation réussie. 

B25, bien qu‘elle soit très efficace en tant que PGPR, n‘est pas endophyte typique du 

blé. B25 ne pénètre pas facilement dans les tissus internes des racines de blé. Cela peut être dû 

à des différences dans les mécanismes d‘adhésion cellulaire et de reconnaissance par les 

plantes hôtes, ou à une incapacité à surmonter les barrières physiques et chimiques des tissus 

végétaux (Al-Hawamdeh et al., 2024). Sa colonisation de la rhizosphère est facilitée par sa 

production de spores résistantes et sa capacité à former des biofilms sur le système racinaire 

en plus de sa grande capacité à communiquer avec la plante via les chimio-effecteurs émis par 

les exsudats racinaires (Tsotetsi et al., 2022). 

Les bactéries encapsulées bénéficient d‘une protection physique contre les conditions 

environnementales défavorables d‘une libération lente et progressive, assurant une 

colonisation plus efficace et soutenue et une présence prolongée dans la rhizosphère (Saberi 

Riseh et al., 2021). Les bactéries encapsulées ont un potentiel de multiplication plus élevé 
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grâce à une libération progressive assurant une colonisation continue (Saberi Riseh et al., 

2021). En revanche, les bactéries libres peuvent être rapidement dispersées et exposées à des 

conditions défavorables, réduisant leur nombre (Santoyo et al., 2021). 
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Cette recherche a démontré la faisabilité de développer des bioinoculants microbiens 

en encapsulant deux souches bactériennes, B. thuringiensis B25 et P. agglomerans Pa, dans 

des matrices d‘alginate. En utilisant la technique de gélification ionique, des formulations 

innovantes ont été élaborées, offrant des systèmes robustes pour piéger et libérer 

progressivement les bactéries encapsulées. 

L‘ajout de la proline s‘est révélé déterminant, améliorant significativement la survie 

bactérienne lors du processus de séchage. Cette amélioration s‘est également maintenue 

pendant le stockage de longue durée, en particulier pour la bactérie Gram-négative P. 

agglomerans, connue pour sa sensibilité accrue aux contraintes environnementales. Par 

ailleurs, les activités PGP des bactéries ont été globalement préservées tout au long de la 

période de stockage, un aspect innovant et rarement abordé dans les études antérieures. 

L‘analyse physico-chimique a mis en évidence des interactions structurales spécifiques entre 

l‘alginate et les additifs (argile et talc), influençant favorablement la stabilité et les 

performances des capsules. De plus, ces additifs ont joué un rôle clé dans l‘amélioration des 

formulations, en stabilisant les capsules et en augmentant de manière significative la survie à 

long terme et la performance in vivo de P. agglomerans, ce qui démontre que l‘incorporation 

d‘additifs peut pallier les faiblesses des bactéries Gram-négatives. Ces bioformulations ont 

également offert une protection substantielle contre les effets néfastes des rayonnements UV, 

garantissant ainsi la persistance et l‘efficacité des bactéries dans des conditions 

potentiellement hostiles. 

Les bactéries encapsulées ont démontré une capacité notable à coloniser efficacement 

les racines d‘Arabidopsis thaliana et du blé dur, grâce à une libération progressive et 

contrôlée des cellules viables à partir des capsules. Cette libération maîtrisée a permis 

d‘assurer une interaction optimale entre les bactéries encapsulées et les plantes. Par 

comparaison, bien que l‘inoculation par des bactéries libres ait montré des effets positifs sur la 

croissance végétale, elle a été limitée par une colonisation moins stable et une moindre 

efficacité dans l‘amélioration des paramètres morpho-biochimiques des plantes. En revanche, 

les bactéries encapsulées ont montré une capacité supérieure à coloniser les racines et à 

maintenir des niveaux élevés d‘efficacité. Ces résultats confirment l‘efficacité des 

bioformulations développées dans la promotion d‘une agriculture durable. 

Pour les perspectives, des essais à grande échelle en conditions réelles de champs sont 

nécessaires pour valider d‘avantages ces formulations et optimiser leur performance. Une 

attention particulière pourrait être portée à l‘étude de l‘effet des bactéries encapsulées sur la 

modulation du microbiome indigène, afin de mieux comprendre leur rôle dans la structuration 
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et la dynamique des communautés microbiennes. Il serait également pertinent d‘étendre ces 

travaux à d‘autres céréales, plantes à hautes valeur économiques, ou encore à des cultures 

ayant une importance environnementales ou alimentaire majeure. L‘optimisation des 

formulations pour différents types de sols et environnements agroclimatiques pourrait 

également être explorée, afin de garantir leur efficacité dans des systèmes agricoles variés. 

Enfin, l‘intégration de ces bioformulations dans des approches combinées, telles que 

l‘agriculture de précision ou les systèmes de cultures intégrés. Ces investigations 

permettraient de diversifier les applications potentielles de ces bioformulations et d‘assurer 

leur intégration des systèmes agricoles variés. 
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Annexe 1 : Composition du Milieu Luria-Bertani (LB) 

Tryptone 10 g/l 

Extrait de levure 5 g/l 

NaCl 5 g/l 

Annexe 2 : Réactif de Salkowski 

-50ml d‘acide perchlorique 35% 

-1ml de FeCl3 à 0.5 M 

- Quelque gouttes d‘acide ortho-phosphorique. 

Annexe 3 : Composition du Milieu King B 

KH2PO4 1,5 g/l 

MgSO4. 7H2O 1,5 g/l 

Peptone 20 g/l 

Glycérol 10 ml/l 

Annexe 4 : Solution Chrome Azurol S (CAS) 

- Mettre 6 ml de HDTMA (Hexamethylammoniumbromure) l0mM dans une éprouvette de 

100 ml et diluer à 50 ml avec de l'eau désionisée. (1) 

-Mélanger 1,5 ml de FeCL3
+
 (1mM FeCl3

+
 .6 H20; 10 mM HCL) et 7,5 ml de CAS 2mM(2) 

-Ajouter (2) à (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 l'eau jusqu'à 100 ml. 

Annexe 5 : Composition du Milieu Pikovskaya PVK  

D – Glucose 10 g/l 

(NH4)2 SO4 0.5 g/l 

NaCl 0.2 g/l 

MgSO4. 7H2O 0.1 g/l 

KCl 0.2 g/l 

Extrait de levure 0,5 g/l 

MnSO4. 5H2O 0.002 g/l 

FeSO4. 7H2O 0.002 g/l 

Ca3 (PO4)2 5 g/l 

Annexe 6 : Composition du tampon PBS (pH7.2) 

NaCl 8 g/l 

KCl 0.2 g/l 



 

 

 

Na2HPO4 1.42 g/l 

KH2PO4 0.24 g/l 

Annexe 7 : Composition du milieu Murashige et Skoog (MS ½) (pH 5.7) 

Macroéléments  

 KH2PO4 170 mg/l 

 CaCl2 332 mg/l 

 NH4NO3 1650 mg/l 

 KNO3 1900 mg/l 

 MgSO4 180.54 mg/l 

Les concentrations des macroéléments doivent être diluées au ½ pour le MS ½  

Microéléments  

CuSO4· 5 H2O 0.025 mg/l 

CoCl2· 6 H2O 0.025 mg/l 

H3BO3 6.2 mg/l 

KI 0.83 mg/l 

MnSO4 · H2O 16.9 mg/l 

Na2MoO4· 2 H2O 0.25 mg/l 

ZnSO4· 7 H2O 8.6 mg/l 

FeNaEDTA 36.7 mg/l 

Préparation  

Solution Macro-élément 5ml 

Solution Micro-éléments  2.5ml 

Solution Fer –EDTA  2.5ml 

Eau distillée 1000ml 

Agar (7g/l) 

Annexe 8 : Composition de la solution d’Hoagland (pH 5.9) 

Macroéléments  

KNO3 505 mg/l 

KH2PO4 136 mg/l 

MgSO4.7H2O 493 mg/l 

Ca(NO3)2.4H2O 1181 mg/l 

Microéléments  

H3BO3 2.86 mg/l 

MnSO4.H2O 2.13 mg/l 



 

 

 

ZnSO4.7H2O 0.22 mg/l 

CuSO4.5H2O 0.08 mg/l 

Na2MoO4.2H2O 0.025 mg/l 

Chélate de Fer (mg/l) 

 Fe-EDTA* 5.57 mg/l 

Préparation du Fe-EDTA* : 33.2 g NA-EDTA dans 89.2 ml de NaOH 1N, 24, 9 g de 

FeSO4.7H2O disssoute dans 700 ml d‘eau. On mélange les deux solutions et on garde le 

mélange pendant une nuit à l‘obscurité dans un endroit aéré.Puis on compléte à 1l. La solution 

de Fe-EDTA est stokée à une faible temépérature et à l‘obscurité. 
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Abstract: Bioencapsulation in alginate capsules offers an interesting opportunity for the efficient 

delivery of microbial inoculants for agricultural purposes. The present study evaluated the ionic 

gelation technique to prepare beads loaded with two plant growth-promoting bacteria (PGPB), Bacillus 

thuringiensis strain B25 and Pantoea agglomerans strain Pa in 1% alginate supplemented with 5mM 

proline as an osmoprotectant. Capsule morphology, survival rate, encapsulation efficiency, and 

viability during 24 months of storage as well as the stability of PGP activities were studied. Our results 

indicate that more than 99% of bacteria were effectively trapped in the alginate beads, which 

successfully released live bacteria after 60 days of storage at room temperature. A considerable survival 

of B. thuringiensis B25 throughout the storage period was detected, while the inoculated concentration 

of 8.72 × 109 (0.04 ×109) CFU/mL was reduced to 99.9% for P. agglomerans Pa after 24 months of 

storage. Notably, a higher survival of individually encapsulated bacteria was observed compared to 

their co-inoculation. The colonization capacity of model plant Arabidopsis thaliana roots by free and 

encapsulated bacteria was detected by the triphenyltetrazolium chloride test. Moreover, both strains 

effectively colonized the rhizosphere, rhizoplane, and endosphere of durum wheat plants and exerted 

a remarkable improvement in plant growth, estimated as a significant increase in the quantities of total 

proteins, sugars, and chlorophyll pigments, besides roots and shoots length. This study demonstrated 

that alginate-encapsulated B. thuringiensis B25 and P. agglomerans Pa could be used as inoculants in 

agriculture, as their encapsulation ensures robust protection, maintenance of viability and PGP activity, 
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and controlled bacterial biostimulant release into the rhizosphere. 

Keywords: bioencapsulation; sodium alginate; PGPB; Arabidopsis thaliana; durum wheat; root 

colonization 

 

1. Introduction  

It is predicted that approximately 9.7 billion people will inhabit Earth by 2050 [1]; this 

demographic expansion, inextricably combined with massive industrialization and climate change, 

poses major threats to global food security [2]. In response to the growing food needs and desires of 

the population, the use of fertilizers and pesticides is an inevitable approach to ensure crop productivity 

and yield. Around 2.7 million tons of pesticides [3] and 190 million tons of synthetic chemical 

fertilizers [2] are used yearly worldwide. However, overexploitation of agricultural land and the 

increased and uncontrolled use of chemicals endanger the entire terrestrial ecosystem, causing 

problems to human and animal health [4] Furthermore, the contamination of soil, water, and food 

andthe degradation of soil fertility and biological balance of the entire ecosystem [5], as well as a 

reduction in soil nutrient content and a weakening of crops against various pathogens and pests [6], 

can be generated. To manage these threats, the scientific community is exploring solutions to protect 

the environment and minimize the use of synthetic chemicals in agricultural practices. Sustainable 

agriculture via microbial bioengineering has attracted significant attention in the last decade as a non-

invasive and environmentally friendly alternative [7]. The application of PGPB (plant growth-

promoting bacteria) as bioinoculants (biofertilizers, biostimulants, or biopesticides) is a promising 

approach aimed at ensuring healthy production and maintenance of soil quality and biodiversity [8]. 

PGPBs have immense potential to improve plant growth, abiotic stress tolerance, and pathogen 

suppression. Such potential is related to their ability to boost plant access to nutrients, for instance by 

recycling and solubilizing minerals [9] and to produce phytohormones and growth regulators [10]. 

PGPBs can also control diseases spread in the soil by induced systemic resistance (ISR) and by 

secreting various antimicrobial molecules [11]. 

A large number of bacteria are known for their ability to exert plant probiotic effects. Pantoea 

agglomerans is one of the most promising bacteria in agriculture, being known as a colonizer of various 

cereals, notably wheat [12] and maize [13]. Pantoea agglomerans has an arsenal of attributes that make 

it a robust PGPB such as phytohormone production [14], phosphate solubilization, ammonia 

production [15], secretion of various proteins and enzymes [16], and the stimulation of the plant 

immune system, as it has the capacity to fight against various fungal phytopathogens [17]. The bacterial 

species Bacillus thuringiensis is a marketed biopesticide known as a biocontrol agent effective against 

several pests [18]. This sporulating bacterium also has remarkable biofertilization and biostimulation 

properties: it produces phytohormones, ACC deaminase, and siderophores, solubilizes phosphate, and 

synthesizes volatile organic compounds [19]. 

Despite literature reports on the immense potential of PGPBs in improving plant growth and yield 

and mitigating the effects of biotic and abiotic stress, and despite the successful development of liquid 

bioformulations, the market share of biofertilizers represents only 5% of the global fertilizer market [20]. 

The application and commercialization of bioformulations encounter many challenges, such as 

conservation, viability, and contamination issues, cost, and sensitivity to environmental factors [21]. 
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The encapsulation of bacterial cells or immobilization in biodegradable, biocompatible, non-toxic, and 

low-cost biopolymers such as alginate aims to protect bacteria introduced into the soil against biotic 

and abiotic stress in order to ensure the preservation of their activities. This strategy can also guarantee 

maximum viability and progressive cell release into the rhizosphere for efficient root colonization [22], 

according to the principle of precision agriculture. However, current literature offers limited 

information on the persistence and effectiveness of activities related to plant growth promotion after 

bacterial cell encapsulation. This process may face major challenges; hence, clarifications are 

necessary. 

In this study, Arabidopsis thaliana and Triticum durum (durum wheat) were selected to evaluate 

the efficacy of encapsulated bacteria. Arabidopsis thaliana, as a universal model plant, offers a rapid 

and controlled experimental platform to study plant–microbe interactions [23], while durum wheat, a 

strategic crop in Algeria and throughout the Mediterranean region, allows the evaluation of the impact 

of bioinoculants in a real agricultural context [24], especially as the bacterial strains used in this study 

were originally isolated from its rhizosphere, thus reinforcing their suitability for this culture.  

In this context, the general objective of this study was to develop alginate capsules loaded with 

two plant probiotic agents (Bacillus thuringiensis strain B25 and Pantoea agglomerans strain Pa), 

ensuring prolonged viability, preservation of PGP activities, and controlled delivery of strains. The 

encapsulation efficiency, survival rate, release kinetics, colonization capacity of Arabidopsis thaliana 

in a hydroponic medium, and the effect of encapsulated bacteria on the growth of durum wheat were 

studied. 

2. Materials and methods 

2.1. Bacterial strains 

The two bacterial strains used in this study were Pantoea agglomerans strain Pa and Bacillus 

thuringiensis strain B25. Both strains were selected from a previous study [25]. The Pa strain was 

isolated from the rhizosphere of durum wheat fields in the Bou-Saâda region, Algeria, while B25 was 

isolated from the rhizosphere of durum wheat in the North Sétif region, Algeria. Both strains were 

previously tested for their plant growth-promoting activities and for the absence of antagonism 

between them [25]. 

2.2. Bacterial growth under drought stress 

Luria-Bertani broth (LB) medium was prepared by adding polyethylene glycol (PEG6000) at 

different concentrations (0%, 10%, 20%, 30%, 40%, and 50%) and inoculating with 1% pre-cultures 

of the two bacterial strains [24-h cultures with OD = 1.4, 1.99 × 108 (0.11 × 108) CFU/mL for B25, 

and OD = 0.78, 2.22 × 108 (0.11 × 108) CFU/mL for Pa]. After incubation at 30 °C with shaking (200 

rpm) for 48 h, growth was estimated by measuring optical density at 600 nm after 24 and 48 h using a 

spectrophotometer. The growth of the two bacterial strains at different PEG6000 concentrations was 

measured. The direct relationship between water potential and its growth inhibitory effect was deduced. 
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2.3. Effect of osmoprotectants on bacterial survival 

In order to test the effect of osmoprotectants on the growth and survival of the two tested strains, 

LB medium with 50% PEG6000 was supplemented with different osmoprotectants (glycine, betaine, 

choline, glutamate, mannitol, and proline). Osmoprotectants are added to the medium at a final 

concentration of 5 mM. Media inoculated with 1% pre-culture were incubated with shaking (200 rpm) 

at 30 °C for 48 h. Growth was measured at 600 nm using a spectrophotometer. 

2.4. Microorganisms and culture conditions  

Bacteria, previously preserved in 15% glycerol at −20 °C, were cultured in 500 mL of sterile LB 

medium adjusted to pH 7. Cultures were incubated with shaking (200 rpm) at 30 °C to harvest the cells 

after 48 h of incubation. Cultures were then centrifuged at 3000 rpm for 30 min. The pellet of each 

strain was suspended in 10 mL of tryptone-salt broth. For co-inoculation, an individual inoculum of 

each strain was prepared and centrifuged, and the two pellets were jointly resuspended in 10 mL of 

tryptone-salt broth. Bacterial concentrations in the final tryptone-salt solution were estimated at 8.15 

× 1010 (0.01 × 1010) CFU/mL for Pa and 1.42 × 109 (0.32 × 109) CFU/mL for B25. The bacterial 

mixture included 9.17 × 107 (0.01 × 107) CFU/mL of Pa and 8.48 × 108 (0.33 × 108) CFU/mL of 

B25. The dilution plating technique on LB agar plates at 30°C for 24 h was used for the estimation of 

bacterial concentration. 

2.5. Cell bioencapsulation 

The extrusion method (ionic gelation) was used as a bioformulation technique following the 

method described by Wu et al. [26]. The matrix solution was prepared by mixing 1% alginic acid (A-

7128 Sigma, Steinheim, Germany; high viscosity (14,000 cps at 2%)) and proline 5mM in distilled 

water. Then, 10 mL of the previously prepared bacterial suspensions were mixed with 100 mL of sterile 

matrix solution and stirred for 30 min to obtain a homogeneous solution. The mixture was transferred 

into a sterile syringe and placed on a sterile CaCl2 solution (2%) with stirring (150 rpm). After 30 min 

of contact with the calcium solution, the gelled beads were recovered, washed 5–6 times with sterile 

distilled water, placed on filter paper in a Petri dish, and dried sterilely under flow for 24 h at room 

temperature. The dried beads were stored at 4 °C until further use. 

2.6. Encapsulation efficiency (EE) 

The encapsulation efficiency (EE) of bacteria was evaluated using Eq 1 according to Panichikkal 

et al. [27]: 

EE = (N0 - Ne)/N0 × 100                               (1) 

Where N0 is the number of bacteria contained in the alginate solution, and Ne represents the 

number of bacteria present in the CaCl2 solution. 

Bacterial enumeration on nutrient agar (NA) from different dilutions was used to determine the 

number of bacteria in both solutions. All plated nutrient agar plates were incubated at 30 °C for 24 h. 
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2.7. Survival rate 

The survival rate of bacteria during the encapsulation process was determined according to Chi 

et al. [28] by dividing the number of bacteria contained in the dried beads (N) by the number of bacteria 

contained in the fresh beads (N0) according to Eq 2 and expressed as a percentage: 

Survival rate = (N/N0) × 100                             (2) 

2.8. Verification of cell viability and PGP activities during storage 

Every month, 1 g of dried beads, stored at 4 °C, was collected and dissolved in 10 mL of 0.1 M 

phosphate buffer (pH 7.0) at 30 °C for 1 h in a rotary shaker at 200 rpm. These beads were then sterilely 

ground in the same solution, and the released bacteria were counted using the conventional nutrient 

agar (NA) plate enumeration method. Briefly, a series of dilutions of each bioformulation was prepared 

in 0.85% sterile saline solution; then, 0.1 mL of each dilution was plated on NA plates. Colony forming 

units (CFU/g) were calculated after incubation at 30 °C for 24 h.  

To analyze the production of indole acetic acid (IAA) by the bacteria trapped in the dried capsules, 

100 µL of the ground material of each bioformulation was inoculated into 10 mL of nutrient broth 

supplemented with 0.2% L-tryptophan; the tubes were incubated at 30 °C for 4 days. After incubation, 

the supernatant was collected by centrifugation at 12,000 rpm for 10 min, and 0.5 mL of supernatant 

was mixed with 1 mL of Salkowski reagent. Then, the tubes were kept in the dark for 30 min. The 

development of a red color indicated IAA production and the absorbance was read at 530 nm. The 

quantity of IAA (µg/mL) was calculated according to a previously determined pure IAA calibration 

curve [29]. 

The production of siderophores was assessed by the Chrome Azurol S (CAS) medium according 

to Saidi et al. [30]. 10 mL of iron-restricted King B medium was inoculated with 100 µL of the ground 

material from each bioformulation and incubated at 30 °C for 4 days. After centrifugation of the 

cultures at 12,000 rpm for 10 min, 500 µL of the CAS reagent was added to 500 µL of the supernatant. 

The mixture was then incubated in the dark for 30 min. A color change from blue to orange indicated 

the production of siderophores, and their production was read at 630 nm. The percentage of siderophore 

units was determined according to Eq 3: 

Discoloration (%) = [(Ar ×As)/Ar] 100                        (3) 

Where Ar is the absorbance of the control, and As is the absorbance of the sample. 

The quantitative estimation of phosphate solubilization by encapsulated bacteria was determined 

on liquid Pikovskaya (PVK) medium, containing insoluble phosphate. 10 mL of liquid PVK were 

inoculated with 100 µL of grounded bacterial homogenate and incubated at 30 °C for 7 days. Cultures 

were harvested by centrifugation at 12,000 rpm for 10 min, and in-culture phosphorus was estimated using 

the method described by Slama et al. [31]. 500 µL of supernatant was mixed with 500 µL of 10% (w/v) 

trichloroacetic acid in a test tube to which 4 mL of color reagent was added (1:1:1:2 ratio of 3M  

H2SO4, 2.5% (w/v) ammonium molybdate, 10% (w/v) ascorbic acid, and distilled water) and incubated 

at room temperature for 30 min. The absorbance of blue color was measured at 630 nm. The amount 

of soluble phosphate was detected from the standard curve of KH2PO4. 
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2.9. Swelling properties 

The study of capsule swelling was carried out according to Wu et al. [26]. 1 g of dried beads was 

immersed in a solution of 10 mL of 0.85% NaCl for 10 days. Swollen beads were removed each day, 

and excess solution was removed by gently pressing the beads between two pieces of absorbent paper. 

The inflated beads were then weighed using an electronic precision balance. The swelling rate was 

estimated according to Eq 4:  

Swelling ratio (SR) = Ws/Wd × 100                             (4) 

Where Ws is the weight of the inflated beads at time t, and Wd is the weight of the initial dry beads 

at t0. All experiments were carried out in triplicate. 

2.10. Release properties 

The cumulative release of viable bacterial cells released from the bioformulated capsules was 

measured by immersing 1 g of capsules from the stock after 6 months of storage at 4 °C in 10 mL of 

PBS (pH 7.2) and incubating them for 60 days at room temperature. Volumes were taken at different 

intervals, and the cell number in the collected solution was determined by the counting method on 

nutrient agar (NA) plates. All experiments were carried out in triplicate. 

2.11. Arabidopsis thaliana test 

2.11.1. Growing conditions 

In order to evaluate the effect of root colonization of free and encapsulated tested bacteria on the 

growth and development of Arabidopsis thaliana, the seeds of the wild-type Arabidopsis thaliana 

Columbia Col-0 obtained from Lehle Seeds (USA) were surface sterilized first for 1 min in 70% 

ethanol and then in sodium hypochlorite (1%, 5 min) and rinsed (6 times) with sterile distilled water. 

For germination on agar medium, seeds were sown on the surface of ½ Murashige and Skoog (MS) 

medium (pH 5.7) devoid of sucrose and supplemented with 0.8% (w/v) agar. All plates were covered 

and sealed with Parafilm paper and placed in a germination chamber maintained at 22  ±  2 °C with a 

16/8 h light/dark photoperiod. Four days after germination, 10 seedlings were transferred to half of a 

Petri dish containing MS (½). For free cultures, each bacterium was inoculated individually with a cell 

concentration of 1 × 108 ( 0.2 × 108) CFU/mL in the opposite half of the Petri dish, while 50 dried 

beads were placed in the opposite half of the Petri dish for each of the encapsulated bioformulations. 

Each treatment included five replicates with a total of 50 seedlings. The plates were incubated for 11 

days under the same germination conditions. At the end of this period, root length and root and leaf 

biomass were recorded. 

The ability of free and encapsulated strains to attach and colonize seedling roots was estimated 

visually using the triphenyltetrazolium chloride (TTC) procedure [32], while ImageJ software was 

used to analyze the leaf surface. 

The plates were divided into five groups representing the five treatments, as follows:(1) 

uninoculated seedlings (negative control); (2) seedlings inoculated with free B25 (B25 F); (3) seedlings 
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inoculated with encapsulated B25 (B25 E); (4) seedlings inoculated with free Pa (Pa F); and (5) 

seedlings inoculated with encapsulated Pa (Pa E).  

2.11.2. Chlorophyll and carotenoid estimation 

Chlorophylls a, b, and total and carotenoid estimation were carried out according to Kerbab et al. [29]. 

0.5 g of leaves from 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 663 nm for chlorophylls     

a (chla) (Eq 5), at 645 nm for chlorophylls b (chlb) (Eq 6), total chlorophyll (Chla+b) (Eq 7), and     

at 470 nm to determine carotenoids (Eq 8). 

Chla = 12.70 A663 - 2.69 A645                            (5) 

Chlb = 22.90 A645 - 4.68 A663                            (6) 

Chla+b = 20.21 A645 + 8.02 A663                          (7) 

Carotenoids = (1000 A470 - 1.9 Chla - 63.14 Chlb)/214                  (8) 

2.12. Effects of application of free and encapsulated rhizobacteria on durum wheat growth 

2.12.1. Disinfection and germination of seeds 

Wheat seeds of the Bousselam variety (Triticum durum L.c.v Bousselam) (Pedigree: 

Heider/Marli/Heider-Cro ICD-414-1BLCTR-4AP) were surface-disinfected with ethanol (70% for 1 

min) and then with sodium hypochlorite (1% for 30 min) and rinsed several times with sterile distilled 

water. Sterilized seeds were germinated on filter paper in Petri dishes containing 10 mL of sterile 

distilled water at 22 °C for 48 h in the dark. 

2.12.2. Preparation of free bacterial inoculums 

Both strains were inoculated into LB broth with constant stirring at 150 rpm for 48 h at 30 °C. 

Cultures were centrifuged at 3000 rpm for 30 min. The pellet of each strain was suspended in 0.85% 

sterile saline and adjusted to 1 × 108 (0.2 × 108) CFU/mL. 

2.12.3. Sowing and seed growth 

Plastic pots (9 cm in diameter and 10 cm in height) were disinfected with a sodium hypochlorite 

solution and filled with 550 g of sand sterilized at 180 °C for 1 h for 3 alternate days. These pots were 

watered with 10% (v/w) of a ½ Hoagland solution before sowing. For samples inoculated with free 

strains, sowing of seeds was carried out by taking germinated seeds (3 mm radicle), sowing them (5 

seeds/pot) at a depth of 1 cm from the surface in each pot, and inoculating with 1 mL/pot of suspension 

of a fresh culture prepared as described previously. For encapsulated samples, 1 g of capsules 
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containing 3.05 × 107 ( 0.15 × 107) CFU/g for B25 and 5.7 × 106 ( 0.04 × 106) CFU/g for Pa were 

removed from the stock after 6 months of storage at 4 °C and placed at a depth of 1 cm near the sown 

seeds. The pots were divided into five groups representing the five treatments: (1) uninoculated   

seeds (negative control); (2) seeds inoculated with free B25 (B25 F); (3) seeds inoculated with 

encapsulated B25 (B25 E); (4) seeds inoculated with free Pa (Pa F); and (5) seeds inoculated with 

encapsulated Pa (Pa E).  

The pots were kept for 45 days in a growth chamber at an average day/night temperature of 25 

and 16 °C, respectively, and a light photoperiod of 16 h. The humidity of the pots was controlled by 

periodic watering with constant doses of sterile water [33]. 

Plants were harvested after 45 days, roots were washed with distilled water, and shoots were separated. 

Morphological (shoot and root lengths, fresh and dry weights) and biochemical parameters (chlorophyll 

pigments, total sugars, and total proteins) were analyzed. Bacterial survival was determined by 

analyzing the rhizospheric and root colonization ability of the inoculated bacteria. During treatment, 

plants were removed at two different time points (after 15 and 30 days) before the final harvest for the 

analysis of morphological parameters and rhizospheric, epiphytic, and endophytic bacterial 

enumerations. 

2.12.4. Evaluation of morphological parameters 

Shoot and root lengths (cm) and fresh and dry weight of shoots and roots (g) were measured. 

Morphological measurements were carried out in triplicate. 

2.12.5. Dosage of chlorophylls and carotenoids 

The contents of chlorophyll a, b, total, and carotenoids were determined in triplicate, as described 

previously. 

2.12.6. Total sugar estimation 

The extraction of total sugars from fresh leaf and root 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 to 80 °C in a water bath to 

evaporate the ethanol, and then 20 mL of distilled water was added to the mixture. Total sugars were 

determined according to the method of Dubois et al. [34]. The reaction mixture contained 0.5 mL of 

the sample, 0.5 mL of a phenol solution (5%), and 2.5 mL of 12 M sulfuric acid. The color intensity 

proportional to the sugar concentration was measured by spectrophotometer at OD 490 nm. The values 

obtained were translated into glucose concentrations in reference to a previously established calibration 

curve. All biochemical parameters were carried out in triplicate. 

2.12.7. Total protein estimation 

Soluble protein content was estimated by grinding 0.25 g of the fresh tissue samples (shoots and 

roots) in liquid nitrogen. The resulting powder was solubilized in 5 mL of 0.1 M potassium phosphate 

buffer, pH 7.0. After centrifugation of the homogenate at 12,000 rpm for 15 min at 4 °C, the 
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concentration of supernatant soluble proteins was determined spectrophotometrically according to 

Lowry et al. [35]. 

2.12.8. Enumeration of rhizospheric bacteria 

1 g of rhizospheric sand was homogenized in 10 mL of sterile physiological water and stirred for 

10 min. 100 µL of the sample and of each decimal dilution ranging from 10-1 to 10-6 was spread in 

duplicate on nutrient agar and incubated at 30 °C for 48 h. Bacterial counts were expressed in CFU/g 

of soil. 

2.12.9. Enumeration of root epiphytic bacteria 

1 g of roots from each treatment was washed three times with sterile distilled water in order to 

remove all attached sand; roots were then transferred into 10 mL of sterile physiological water and 

stirred for 15 min. Dilutions ranging from 10-1 to 10-6 were prepared, and the number of epiphytes 

attached to the roots was determined by spreading 100 µL of each dilution on nutrient agar medium. 

Incubation was carried out at 30 °C for 48 h, and bacterial counts were expressed in CFU/g of roots. 

2.12.10. Enumeration of root endophytic bacteria 

The root surface was first disinfected by immersing the roots in 70% ethanol for 1 min and then 

in 1% sodium hypochlorite for 20 min and rinsing several times with sterile distilled water. To check 

the effectiveness of root disinfection, the final wash water was spread on nutrient agar, and plates were 

incubated at 30 °C for 48 h. 1 g of disinfected roots was crushed and homogenized in 10 mL of sterile 

physiological water. 100 µL serial dilutions up to 10-6 of the samples were spread on the surface of NA 

medium and incubated at 30 °C for 48 h. Bacterial counts were expressed in CFU/g of roots. 

2.13. Statistical analysis 

Statistical analysis of the data was performed using analysis of variance (ANOVA). When 

significant effects were detected, groups were compared using a post-hoc Tukey's HSD test. The 

significance level used for all statistical tests was 5% (p < 0.05). The statistical programs used in the 

analysis were GraphPad Prism 9.4.0 and OriginPro 2022. 

3. Results 

3.1. Response of bacterial strains to drought stress and osmoprotectants addition 

In order to evaluate which level of water stress affected bacterial growth, strains were cultured in 

liquid LB medium supplemented with different concentrations of PEG6000 (0%, 10%, 20%, 30%, 40%, 

and 50%). The PEG presence produced a significant effect on growth after 48 h of incubation (Figure 

S1A), with 50% concentration inducing a maximum decline in the growth of the two tested strains. 

Therefore, this concentration was selected for the osmoprotectant application study. Both strains 

showed the same behavior in response to drought stress. The application of osmoprotectants showed 
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that no significant improvement in growth was recorded with the exception of mannitol for B25 and 

proline for the two strains (Figure S1B); the addition of both compounds allowed considerably higher 

cell density in 48h, up to an OD value of 0.27 and 0.19 compared to 0.145 and 0.158 in the control for 

B25 and Pa, respectively. 

3.2. Bioencapsulation 

The formed beads after gelation had a spherical shape whose diameter varies between 2.48 (±0.18) 

and 3.17 (±0.18) mm, while the largest diameter after drying was attributed to B25 beads (1.11 ± 0.06 

mm) (Table 1). The total number of viable cells was calculated at each step of the encapsulation process. 

The starting cell concentration of B25 was 1.42 × 109 (0.32 × 109) CFU/mL and that of Pa was 8.15 

× 1010 (0.01 × 1010) CFU/mL; a concentration of 3.66×108(0.33 × 108) CFU/mL for B25 and 9.18 × 

107 (0.01 × 107) CFU/mL for Pa was added to the alginate matrix solution for their mixture (Figure 

1A–C). After bioencapsulation, cell viability was not significantly modified for B25 when 

encapsulated alone or in mixture; this resulted in a survival rate of 98.60% after drying (Table 1). The 

number of bacteria in the dried encapsulated Pa beads was found to be 4.48 × 108 (0.09 × 108) CFU/g 

and 1.407 × 107 (0.34 × 107) CFU/g when encapsulated alone and in combination, respectively 

(Figure 1A–C). These results correspond to an excellent encapsulation efficiency (EE) where more 

than 99% of cells were effectively trapped in the gel capsules for all treatments. 

Table 1. Characteristics of the different alginate beads. 

Treatment Fresh weight 

(mg) 

Dry 

weight(mg) 

Fresh beads 

size (mm) 

Dry beads 

size (mm) 

Survival rate 

(%) 

Entrapment 

efficiency (EE) (%) 

B25 17.18  1.17 0.24  0.05 3.17  0.18 1.11  0.06 98.60 99.97 

Pa 12.64  0.68 0.55  0.07 2.61  0.1 1.06  0.08 89.68 99.92 

B25+Pa 17.84  1.21 0.51  0.06 2.48  0.18 1.08  0.04 93.23 99.92 
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Figure 1. Survival of (A) B25, (B) Pa, and (C) B25+Pa at different stages of the 

bioencapsulation process. Bar plots represent the average standard error of three different 

experiments. GraphPad Prism9.4.0 was used to perform statistical analysis using two-way 

ANOVA and Tukey's multiple comparison post-hoc test. The CFUs corresponding to each 

treatment and not sharing the same letters are significantly different according to Tukey's 

HSD post-hoc test. 

3.3. Bead storage studies 

3.3.1. Survival of encapsulated strains 

Survival analysis was carried out every month after storing the dried beads at 4 °C for 24 months. 

The number of viable cells in B25 beads remained almost constant during the 24 months of storage 

(Figure 2A). Pa beads showed a lower survival rate: the number of viable cells reached 7 × 104 (0.04 

× 104) CFU/g after 12 months and 5.3 × 104 (0.07 × 104) CFU/g after 24 months of storage (Figure 

2B). For bacterial mixture beads, the bacterial load of the two strains decreased by one log during the 

first storage phase (from 1 month to 6 months) and then stabilized and reached 5.9 × 103 (0.11 × 103) 

CFU/g for B25 and 8×104 (0.13 × 104) CFU/g for Pa after 24 months of storage (Figure 2C). The 
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survival parameter can be useful in the selection of bioformulations for crop inoculation. 

 

 

 

Figure 2. Survival of (A) B25, (B) Pa, and (C) B25+Pa during 24 months of storage. Bar 

plots represent the average standard error of three different experiments. OriginPro2022 

was used to perform statistical analysis, using two-way ANOVA and Tukey's multiple 

comparison post-hoc test. CFUs corresponding to each treatment and not sharing the same 

letters are significantly different according to Tukey's HSD post-hoc test. 
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3.3.2. Maintenance of PGP traits by encapsulated strains over time 

In order to verify the conservation of plant growth-promoting properties during storage, activities 

linked to phytostimulation (IAA production), biocontrol (siderophore production), and  

biofertilization (phosphate solubilization) were quantified each month. The obtained results confirmed 

that Pa retained its capacity to produce IAA in its encapsulated state, where its production proved to 

be stable during the first three months and reached 18.88 µg/mL after eight months of storage (Figure 3A). 

IAA production by the bacterial mixture beads experienced a significant initial decline after the first 

month and reached 25.8 µg/mL. A second decline was recorded after six months when the production 

was 7.98 µg/mL. After this decline, IAA production by Pa remained low and constant for up to 24 

months of storage (Figure 3B). Siderophore production was detected in all bioformulations at varying 

levels. A stable and significant activity was observed by the Pa beads even after 12 months of       

storage (Figure 4B), while a progressive decrease in production was recorded by encapsulated B25, 

which reached 9.04% after one year of storage (Figure 4A). Bacterial mixture siderophore production 

reached activity levels of 15.6%, 3.36%, and 2.49% after 6, 12, and 24 months of storage,  

respectively (Figure 4C). Phosphate solubilization was found to be high in the case of Pa 

bioformulation, followed by B25 and their mixture. The statistical study revealed that phosphate 

solubilization remained stable by Pa, which reached 102.58 mg/mL after 24 months (Figure 5B). For 

B25, the quantity of phosphate remained constant from the first month to 12 months of storage, where 

it was found to be 73.09 mg/mL (Figure 5A). A notable decrease in solubilized phosphate over time 

by the encapsulated mixture was recorded, where an amount of 21.5 mg/mL was detected after 24 

months of storage (Figure 5C). 
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Figure 3. IAA production by (A) Pa and (B) B25+Pa during 24 months of storage. Bar 

plots represent the average standard error of three different experiments. OriginPro2022 

was used to perform statistical analysis, using two-way ANOVA and Tukey's multiple 

comparison post-hoc test. The quantities of IAA corresponding to each treatment and not 

sharing the same letters are significantly different according to Tukey's HSD post-hoc test. 
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Figure 4. Siderophores production by (A) B25, (B) Pa, and (C) B25+Pa during 24 months 

of storage. Bar plots represent the average standard error of three different experiments. 

OriginPro2022 was used to perform statistical analysis, using two-way ANOVA and 

Tukey's multiple comparison post-hoc test. The quantities of siderophores corresponding 

to each treatment and not sharing the same letters are significantly different according to 

Tukey's post-hoc HSD test. 
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Figure 5. Phosphate solubilization by (A) B25, (B) Pa, and (C) B25+Pa during 24 months 

of storage. Bar plots represent the average standard error of three different experiments. 

OriginPro2022 was used to perform statistical analysis, using two-way ANOVA and 

Tukey's multiple comparison post-hoc test. The quantities of phosphate corresponding to 

each treatment and not sharing the same letters are significantly different according to 

Tukey's HSD post-hoc test. 
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3.4. Swelling study and release kinetics 

The swelling rate was studied at room temperature for 10 days. The capsules of all formulations 

swelled rapidly on the first day; a gradual but negligible increase was noted from the second to the eighth 

day of the study. Swelling equilibrium was reached after the ninth day where rates of 590.98%, 412.06%, 

and 209% were recorded for the B25 and Pa capsules and their combination, respectively (Figure 6A). 

The number of released cumulative bacteria by the dry B25 capsules was significantly higher on the 

seventh day compared to the first day (Figure 6B). This number also increased after 25 days and 

reached 8.1 × 106 (0.11 × 106) CFU/mL on the 60th day of the experiment. The release kinetics of Pa 

was divided into two phases: the first, between the 1st and the 25th day, was regular and high, with the 

number of viable released and accumulated bacteria varying between 1.38 × 107 (0.1 × 107) CFU/mL 

and 7 × 107 (0.06 × 107) CFU/mL. The second phase was short and experienced a rapid decline on 

the 30th day, from where the release rate decreased and reached 8.5 × 105 (0.03 × 105) CFU/mL on 

the 60th day. Regarding the bacterial mixture, the release rate of Pa was significantly higher than that 

of B25. The number of live B25 cells released from the capsules increased steadily with time and 

reached the highest release equilibrium of 3.4 × 106 (0.33 × 106) CFU/mL after 30 days (Figure 6B). 

The release of Pa progressively declined from the 5th day, reaching the lowest release rate of 1.2 × 106 

(0.02 × 106) CFU/mL after 60 days (Figure 6B). The two strains released from the bacterial mixture 

beads were distinguished on the agar plate by their distinctive phenotypes: Pa forms yellow, round, 

regular colonies around 3 mm in diameter and smooth in texture, while B25 is characterized by larger 

colonies of approximately 8–12 mm in diameter, slightly irregular in shape, white in color, and 

powdery in texture. 
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Figure 6. (A) Swelling rate (%) of dry capsules of B25, Pa, and B25+Pa and (B) release 

kinetics of bacteria from dry capsules of B25, Pa, and B25+Pa. GraphPad Prism9.4.0 was 

used to perform statistical analysis, using a correlation of the means from three different 

experiments. 

3.5. Inoculation test on Arabidopsis thaliana: effects on morphological, colonization, and biochemical 

parameters 

3.5.1. Morphological parameters and leaf area analysis 

To evaluate the effect of inoculation of the two tested bacterial strains on the growth of 

Arabidopsis thaliana seedlings, Petri dishes supplied with ½ MS medium were used. Our results show 

that the two strains used in the free and encapsulated form are capable of stimulating the length of the 
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root system and the production of plant biomass (Figure 7A–C). B25 beads increased root fresh weight 

by three times compared to non-inoculated seedlings (Figure 7A). A significant increase in leaf weight 

was observed in seedlings inoculated with encapsulated B25 and Pa compared to the same treatments 

freely inoculated (Figure 7B). Leaf area analysis revealed that this parameter increased significantly 

in seedlings inoculated with B25 and Pa compared to non-inoculated seedlings (Figure 7D), indicating 

that the inoculated plants produced larger-sized leaves than the control plants. A more pronounced 

increase was noted in seedlings inoculated with encapsulated B25, whose leaf area was 91% higher 

than that of control seedlings (Figure 7D). Thus, a visual analysis with the naked eye of the Ms plates 

allowed us to observe a more accentuated green color of the rosettes of inoculated treatments compared 

to that of non-inoculated control (Figure 7E). 

The revelation of Arabidopsis thaliana root colonization by free and encapsulated rhizobacteria was 

carried out aseptically using triphenyltetrazolium chloride (TTC), and roots were photographed (Figure 

S2). Qualitative root colonization of the inoculated seedlings was noted by a significant difference 

between the roots of the free and encapsulated inocula, which were more colorful. This strongly 

suggests that the level of attraction between roots and bacteria is greater in encapsulated strains and 

that adhesion to roots is stronger. 
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Figure 7. Effect of free (F) and encapsulated (E) bacteria inoculation on (A, B) fresh 

weight of roots and shoots (g), (C) roots length (cm), (D) leaf surface, and (E) rosette color 

of Arabidopsis thaliana seedlings grown on ½ MS medium. Bar plots represent the mean 

± standard error of three experiments. OriginPro2022 was used to perform statistical 

analysis, using two-way ANOVA and Tukey's multiple comparison post-hoc test. The 

weight, length, and leaf area values corresponding to each treatment and not sharing the 

same letters are significantly different according to Tukey's HSD post-hoc test. 
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3.5.2. Dosage of chlorophyll pigments 

The application of B25 and Pa beads on Arabidopsis thaliana showed a significant increase in the 

content of chlorophyll pigments. Chlorophylls a, b, and total were significantly improved in plants 

inoculated with encapsulated B25 and Pa, while treatment with free strains had a non-significant effect 

on carotenoid content, whose levels were lower than control levels (Figure 8A–D). 

 

Figure 8. Effect of free and encapsulated bacterial inoculation on the content of (A) 

chlorophyll a (mg/g FW), (B) chlorophyll b (mg/g FW), (C) chlorophyll a + b (mg/g FW), 

and (D) carotenoids (mg/g FW) of Arabidopsis thaliana seedlings grown on ½ MS medium. 

Bar plots represent the mean ± standard error of three experiments. OriginPro2022 was 

used to perform statistical analysis, using two-way ANOVA and Tukey's multiple 

comparison post-hoc test. The values corresponding to each treatment and not sharing the 

same letters are significantly different according to Tukey's HSD post-hoc test. 
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3.6. Potential of encapsulated bacterial strains on durum wheat growth 

3.6.1. Morphological parameters 

The evaluation of the application effect of the encapsulated bacterial strains on durum wheat 

plants was carried out using pot experiments under controlled conditions (Figure S3). The results of 

plant height and root and shoot fresh and dry weight are shown in Figure 9. Inoculation with the 

encapsulated strains significantly increased shoot height and fresh and dry weight compared to the 

negative control (Figure 9B,D,F). However, after examining the results of biomass and root elongation, 

this inoculation was found to have no significant effect (Figure 9A,C,E). 

3.6.2. Biochemical parameters 

3.6.2.1. Chlorophyll pigments 

Bacterial inoculation significantly improved the levels of chlorophyll pigments. The levels of 

chlorophyll a, b, total, and carotenoids were significantly lower in plants inoculated with the free 

strains than those inoculated with the encapsulated strains (Figure 10A–D). However, treatment with 

B25 in its free state had a non-significant effect compared to the negative control. 

3.6.2.2. Total sugars and proteins 

The total soluble sugar content of roots and shoots was significantly improved with inoculation 

compared to the control. This effect was not significant between the roots of plants treated with strains 

inoculated with free bacterial strains and those inoculated with encapsulated strains; on the other hand, 

the sugar content of shoots of plants inoculated with encapsulated B25 was significantly higher than 

those of any other treatment (Figure 11A,B). Concerning total proteins, our results indicate that the 

encapsulated strains strongly improved shoots’ total proteins compared to free strains, while the free 

strain B25 and encapsulated Pa presented the best results regarding roots’ total proteins (Figure 11C,D). 
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Figure 9. Effect of free and encapsulated bacterial inoculation on (A, B) roots and shoots 

length (cm), (C, D) roots and shoots fresh weight (g), and (E, F) roots and shoots dry weight 

of wheat plants. Bar plots represent the mean ± standard error of three experiments. 

OriginPro2022 was used to perform statistical analysis, using two-way ANOVA and 

Tukey's multiple comparison post-hoc test. The values corresponding to each treatment 

and not sharing the same letters are significantly different according to Tukey's HSD post-

hoc test. 
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Figure 10. Effect of free and encapsulated bacterial inoculation on the content of (A) 

chlorophyll a (mg/g FW), (B) chlorophyll b (mg/g FW), (C) chlorophyll a+b (mg/g FW), 

and (D) carotenoids (mg/g FW) of wheat plants. Bar plots represent the mean ± standard 

error of three experiments. OriginPro2022 was used to perform statistical analysis, using 

two-way ANOVA and Tukey's multiple comparison post-hoc test. The values 

corresponding to each treatment and not sharing the same letters are significantly different 

according to Tukey's HSD post-hoc test. 
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Figure 11. Effect of free and encapsulated bacterial inoculation on (A, B) the total soluble 

sugar content of roots and shoots (µg/g FW) and (C, D) the total protein content of roots 

and shoots (µg/g FW) of wheat plants. Bar plots represent the mean ± standard error of 

three experiments. OriginPro2022 was used to perform statistical analysis, using two-way 

ANOVA and Tukey's multiple comparison post-hoc test. The values corresponding to each 

treatment and not sharing the same letters are significantly different according to Tukey's 

HSD post-hoc test. 

3.6.3. Enumeration of rhizospheric, root epiphytic, and endophytic bacteria 
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free form compared to the encapsulated form, which reached 3.1 × 104 (0.14 × 104) CFU/g and 1.3 × 

106 (0.02 × 106) CFU/g, respectively (Figure 12C,D). The rhizoplane load of free and encapsulated 

Pa and the endophytes of free Pa were not modified as a function of time, while the endophytes of the 

encapsulated treatment increased notably, the enumeration of which was 2.01 × 105 (0.08 × 105) 

CFU/g (Figure 12C,D). 

 

Figure 12. Bacterial enumerations (Log N (CFU/g)) of the rhizosphere, rhizoplane and 

endosphere of wheat plants inoculated with (A) free B25, (B) encapsulated B25, (C) free 

Pa, and (D) encapsulated Pa. Bar plots represent the mean ± standard error of three 

experiments. OriginPro2022 was used to perform statistical analysis, using two-way 

ANOVA and Tukey's multiple comparison post-hoc test. The values corresponding to each 

treatment and not sharing the same letters are significantly different according to Tukey's 

HSD post-hoc test. 
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3.6.4. Evolution of weight and length of roots and shoots 

Length analysis of shoots and roots over time indicates a non-significant difference between the 

inoculated treatments and the control after 15 and 30 days (Figure 13). The effects of the treatments 

were more marked after 45 days, where both strains, whether free or encapsulated, significantly 

improved the weight and length of the roots compared to the control (Figure 13A,C). The encapsulated 

B25 treatment (B25 E) showed more pronounced effects on roots’ length than the same treatment of 

Pa. For shoots, all treatments improved length and weight compared to the control, without a 

significant difference between free and encapsulated strains (Figure 13B,D). 

 

Figure 13. Effects of inoculation with free B25, encapsulated B25, free Pa, and 

encapsulated Pa on the length (A) of roots and (B) shoots, and the weight (C) of roots and 

(D) shoots of wheat plants after 15, 30, and 45 days of treatment. Bar plots represent the 

mean ± standard error of three experiments. OriginPro2022 was used to perform statistical 

analysis, using two-way ANOVA and Tukey's multiple comparison post-hoc test. The 

values corresponding to each treatment and not sharing the same letters are significantly 

different according to Tukey's HSD post-hoc test. 
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4. Discussion 

In order to develop an encapsulated bioinoculant, Bacillus thuringiensis strain B25 and Pantoea 

agglomerans strain Pa were encapsulated in a sodium alginate matrix. Encapsulation allows for an 

improved distribution of bacteria in the rhizosphere, thereby stimulating plant growth and health while 

reducing the harmful use of chemical fertilizers. 

Since drying is the central step of the bioencapsulation process, a step that particularly impacts 

the viability of non-spore-forming bacteria [36], the addition of osmoprotectants could play a crucial 

role in improving cell survival during this process. Various osmoprotectants were tested in the presence 

of 50% PEG6000, which was used here to create artificial drought stress similar to the drying stage of 

the encapsulation process, and proline, which significantly improved the growth of the two tested 

strains. Proline is known to be a very good osmolyte and a key osmoprotectant against water stress [37], 

and it has been shown to effectively maintain cellular integrity by interfering with membrane enzymes 

and proteins during water shortage [38]. Moreover, proline is an excellent stress-signaling molecule 

and antioxidant [38]. For these reasons, proline was added as a co-formulant in beads for the delivery 

of the two strains B. thuringiensis strain B25 and P. agglomerans strain Pa. 

The introduction of the matrix solution containing sodium alginate, proline, and the B25 or Pa 

bacteria or their consortium in a CaCl2 solution successfully resulted in the formation of spherical and 

insoluble capsules, which confirms that alginate constitutes an effective matrix for trapping bacterial 

cells and proves that ionic gelation is a valid, safe, and successful method for the encapsulation of 

PGPR. A remarkable encapsulation efficiency was obtained (over 99%) for all treatments; these rates 

are significantly higher than those reported by Panichikkal et al. [27], Wu et al. [39], and Kaur et al. [40], 

which are 90%, 93%, and 94.11%, respectively. The combination of optimized encapsulation 

conditions, favorable characteristics of the bacterial strains, and precise handling techniques in our 

study seems to have been more optimized compared to previously mentioned studies and to have 

contributed to a higher efficiency of encapsulation. The optimal concentration of alginate can ensure a 

more homogeneous gel formation, capable of effectively retaining bacterial cells. The method of 

incorporation of the bacteria into the alginate and the solidification conditions, such as agitation speed 

during bead preparation and incubation duration in the presence of CaCl2, can also optimize the process 

and favor a better crosslinking of the alginate gel, thus reducing cell losses during encapsulation. 

Analysis of bacterial load in the dried beads showed that considerable survival rates were obtained 

after drying, higher than those of several previous studies. For instance, rates varying between 71.6% 

and 72.4% were obtained by Chi et al. [28]. This indicates that dehydration of the beads resulted in 

only a small cell loss. Berninger et al. [36] observed that bacterial survival during drying in the 

presence of osmoprotectants is much greater than in their absence; as such, we hypothesize that the 

higher survival reported by our study can be attributed to the presence of proline, which reduced cell 

loss and maintained water balance during the drying stage, particularly for the Gram-negative bacteria Pa. 

The choice of drying protocol is also critical for the non-spore-forming survival, given the 

temperature and processing time. Deleterious lesions can occur, ranging from the formation of reactive 

oxygen species (ROS) to oxidative damage [41], depending on the technique used, knowing that the 

processing speed is proportional to the temperature [36]. Our results demonstrate that despite the 

considerable time of air drying (12 hours on average), our technique turns out to be profitable in terms 

of yield and cost, especially since it does not require any special equipment, unlike other techniques 

such as spray-drying, fluidized bed-drying, or vacuum-drying. Also, the addition of proline as an 
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osmoprotectant provided a protective effect as an antioxidant and ROS inhibitor [38]. These findings 

are confirmed by the results of Berninger et al. [36], who reported that the addition of gum arabic and 

yeast extract as osmoprotectants significantly improved the viability of Paraburkholderia 

phytofirmans during drying. 

In this work, bacterial cell survival in dry beads during storage at 4 °C was monitored. Our data 

showed that the number of viable cells of B25 remained constant at 2.76 × 107 (0.68 × 107) CFU/g, 

while Pa showed a progressive decline in cell survival upon storage. On the other hand, the survival 

rate was lower for the two strains when encapsulated together rather than alone. These findings are in 

agreement with the literature since cell viability after encapsulation differs depending on the 

microorganism [42]. Storage temperature is another key factor that influences survival during storage [36]. 

Low temperatures have been shown to preserve the metabolism and energy of formulated bacteria, as 

evidenced by results obtained by Liffourrena and Lucchesi [43], where no significant loss of viability 

of the Pseudomonas putida bacteria was observed after 150 days of storage at 4 °C encapsulated in an 

alginate and perlite matrix. However, these findings cannot be generalized; in another study, the same 

P.putida bacteria encapsulated in 1.5% alginate and stored at 4 °C for 90 days presented a survival of 

only 0.3% [39], while a survival rate of 46% was observed in a bioformulation of Bacillus megaterium 

obtained by freeze drying stored at 4 °C for 6 months [28]. Other factors are involved in the stability 

during storage such as exposure to light, oxygenation, and packaging conditions, and their optimization 

should be taken into consideration [36]. It is important to point out that unlike in our study; few studies 

have reported the monitoring of viability over long periods even though this is necessary for the 

commercialization of bioinoculants [44]. Likewise, previous studies have reported encapsulation of 

mixed cultures [45,46] but no investigation of long-term survival has been reported. The development 

of mixed bioinoculants should consider several issues, namely the absence of antagonism between the 

selected strains, similarity of physiological adaptation, adequate cellular concentrations, and 

compatibility with the genotype of the host plant [47]. Our study intended to contribute to this 

knowledge gap, developing encapsulated bacterial mixture formulations and investigating their long-

term survival. 

Another very important point addressed in this study regarding the application of biofertilizers in 

the field is demonstrating that the encapsulated bacteria can maintain their PGP activities during 

storage. The ability of Pa to produce IAA has been described previously [14]. Pa cells immobilized in 

alginate beads partially retain their IAA production capacities; this is in agreement with the 

observations of Ozdal et al. [48] and Panichikkal et al. [27]. There are no reports in the literature of 

monitoring this activity after storage of encapsulated PGP strains. The decline recorded is probably 

due to stressful storage conditions; the effect of lack of water on IAA synthesis has been previously 

discussed [49]. In addition, IAA is synthesized by very complex pathways and involves the 

intervention of several inducible enzymes, some of which can be repressed by environmental 

conditions [50]. 

The ability to produce siderophores was tested for both the bacterial strains B25 and Pa. They 

showed such ability during storage at variable rates with a decrease in production for B25. This could 

be likely explained by the inhibitory effect of osmotic stress on the gene responsible for bacillibactin 

synthesis [51], which are the predominant siderophores in Bacillus species [52]. 

Bacillus and Pantoea, the genera to which our strains belong, include the most efficient bacteria 

in phosphate solubilization [53]. The difference in phosphate solubilization recorded between B25 and 

Pa can be attributed to the physiological and molecular state of the two bacteria and to the diversity 
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and efficiency of the solubilization mechanisms, which are intrinsically linked to the bacterial species [54]. 

The ability of Pa to maintain a bacterial concentration capable of producing secondary metabolites and 

to produce a diverse and efficient range of organic acids explains its superior performance in phosphate 

solubilization compared to B25. Pantoea species produce a variety of organic acids including citric, 

malic, succinic, acetic, oxalic, and formic acids [55]. These acids, which are mainly tricarboxylic and 

dicarboxylic, are generally more effective in solubilizing phosphates than mono and aromatic acids [56]. 

In comparison, a Bacillus strain isolated from wheat rhizosphere soil mainly produces glycolic acid, 

which is less effective for phosphate solubilization compared to other acids produced by Pantoea 

strains [57]. In addition, Pantoea also produces the phosphate hydrolysis enzyme phytase, adding 

another mechanism for the solubilization of phosphate that is not observed in Bacillus [58]. Also, Park 

et al. (2016) reported that no significant effect of co-inoculation compared to single inoculation was 

observed regarding phosphate solubilization [59]. 

The study of swelling properties revealed variable rates ranging from 209% up to 591%. These 

rates are similar to those obtained by Tu et al. (2016), which varied between 182% and 454% in an 

alginate and bentonite formulation [60]. The swelling kinetics is mediated by the water diffusion inside 

the bead and causes the release of alginate network chains [26]. Our observations indicate that the 

capsules rapidly absorb water, resulting in rapid swelling after the first day, and the interactions of the 

–OH groups of sodium alginate with water molecules progressively increase the rate of swelling of the 

beads due to the hydrophilic nature of alginate until saturation, which results in equilibrium after day 9 [61]. 

The swelling rates obtained in our study are relatively higher than those reported by He et al. [62] and 

Pour et al. [63]. Additionally, Pantoea agglomerans and Bacillus thuringiensis have been studied for 

their ability to produce exopolysaccharides (EPS) under standard culture conditions [64,65]. These 

EPS, having hydrophilic properties, can amplify the beads' ability to absorb and retain water. 

According to Donati et al. (2005), the incorporation of hydrophilic substances into an alginate matrix 

can increase its swelling capacity due to increased water retention by EPS [66]. 

The release kinetics and cumulative survival of the encapsulated strains over a period of 60 days 

were carried out at room temperature. The obtained results are in agreement with those of Pour et al. 

(2019) [63]; the bacterial release is rapid for the first days and increases over time, the rapid diffusion 

of water inside the beads leads to expansion, and bacteria diffuse in the opposite direction of water 

dynamics [62]. This suggests that swelling contributes to this release by acting on the relaxation of the 

alginate matrix network by increasing pores size through which bacteria will pass from the interior of 

the bead to the exterior environment. The release slows down and then stabilizes due to the swelling 

balance and saturation of the capsules with water, which leads to a reduction of the channels at the 

level of the alginate envelope [67]. Encapsulation efficiency also influences release, according to Pour 

et al. [63] and Wu et al. [26], since a high cell density in the beads results in the release of a significant 

number of live bacteria. 

The decrease in release rate can be attributed to environmental conditions and possible bacterial 

mortality [63]. The described ability of the capsules to effectively retain and release the bacteria object 

of this study suggests that the setup bioformulation could be successfully applied in the real scenario. 

To the best of our knowledge, our study was the first to propose a model system to study the 

capacity to promote plant growth and the dynamics of root colonization of encapsulated bacteria in 

short-term experiments. Our investigations on Arabidopsis thaliana morphological parameters, root 

colonization, leaf area, and chlorophyll pigment dosage indicate that bacterial bioformulation in 

alginate beads provides a successful bioinoculant system. 
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It is important to point out that according to the literature, the exercise of PGP effects requires 

that bacteria come out of the bead and move toward the roots due to their ability to communicate with 

the plant via root exudates [68]. This communication is called chemotaxis and leads to root 

colonization [68]. Several factors are involved in the success of root colonization by favorable 

microbes, such as the biochemistry of the root surface and the biochemical composition of root 

exudates [69]. Thus, it was demonstrated during a study on the colonization of Arabidopsis thaliana 

roots by the rhizospheric bacterium Pantoea sp. YR343 that active metabolites such as auxins would 

be involved in the colonization process [70]. Similarly, some plant hormones can travel from the root 

to the leaves while enhancing the leaf growth process [68]. These data lead us to explain the 

improvement in weight, leaf surface, and chlorophyll pigment content in the leaves of inoculated 

Arabidopsis thaliana seedlings compared to those of the control, particularly in Pa whose profile of 

hormones and auxins such as cytokinins, indole acetic acid, and phenylacetic acid has already been 

described [14]. Nevertheless, the mobility of bacteria is necessary to adhere to the roots, and this 

mobility is induced by root exudates that serve as attraction molecules [68]. Parallel to this, a previous 

study has established that biofilm formation is essential for root colonization in Bacillus and that it is 

triggered by polysaccharides and other metabolites released by the plant [71]. Our data show that 

encapsulated bacteria significantly improve Arabidopsis thaliana growth compared to free inoculated 

strains, and this improvement is probably attributed to the increased efficiency of encapsulated bacteria 

in terms of colonization, mobility, and survival. 

The rosette color of seedlings was darker under treatment with encapsulated bacterial strains 

compared to non-inoculated treatment. This is directly related to the process of photosynthesis, which 

is essential in plants to obtain energy, and its efficiency is positively correlated to chlorophyll content [72]. 

The darkening of the shoots of inoculated seedlings will therefore be explained by the increased action 

of encapsulated bacteria on the photosystem of Arabidopsis thaliana, whose chlorophyll pigments 

absorb light and convert it into chemical energy [73]. 

Before recommendation for field application, it is important to prove the plant probiotic functions 

of the developed formulations on a crop of high agriculture relevance. As such, we focused on durum 

wheat as the model crop. Our results confirm the previously studied biofertilizing capacity of the two 

tested strains [25]. A direct stimulation of plant growth was noted, in particular of the aerial system of 

the vegetative apparatus where a significant increase in length and weight of shoots was observed in 

plants treated with Pa and B25 in both free and encapsulated forms compared to control plants. These 

results validate the beneficial interactions between the tested bacteria and the host plant and describe 

that such capacity is maintained when the strains are delivered to plants as encapsulated cells in beads. 

Since shoot growth is the most important parameter for wheat yield, our study clearly demonstrates 

that the application of suspended or encapsulated strains similarly improves shoot growth; we can 

hypothesize that it would also improve wheat yield. In Bacillus species, this effect is directly linked 

not only to the production of phytohormones, siderophores, lipopeptides, polysaccharides, and 

enzymes [74] but also to the regulation of homeostasis and antioxidant enzymes in natural plant growth 

conditions and under various stresses [75]. In this sense, the capacity of B25 to fix nitrogen, produce 

NH3, ACC deaminase, and siderophores, and solubilize phosphate has already been discussed [25]. A 

similar study on the inoculation of encapsulated strains of Bacillus reported improved growth and 

development of durum wheat plants by increasing aboveground biomass and plant height; this benefit 

is mainly attributed to two key mechanisms: improved nutrient and mineral uptake (mainly N) from 

the soil, and the increased stimulation of the production of phytohormones involved in cell division 
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and shoot elongation such as cytokinins and auxins [76]. Likewise, Pa proves effective in the 

production of siderophores, IAA, ACC deaminase, NH3 and HCN and in phosphate solubilization and 

nitrogen fixation [27]. In addition, Pantoea plays a stimulating role in the growth of cereal crops by 

increasing the availability and assimilation of nutrients while promoting more efficient regulation of 

endogenous phytohormones [77]. Moreover, it was found that even if the bacteria produces little or no 

phytohormones, its inoculation with wheat can induce and regulate phytohormone production by the 

inoculated plant [74]. Similarly, a previous study reported that the inoculation of a strain of Bacillus 

sp. V2026 altered endogenous IAA levels in shoot and root tissues and boosted wheat plant 

productivity and yield [74]. Another study revealed a strong correlation between the presence of 

cytokinin and shoot length, fresh weight, and dry weight, while bacterial IAA was negatively correlated 

with root length [78]. 

High concentrations of chlorophyll pigments indicate active metabolism and proper functioning 

of the plant's photosynthetic apparatus [74]. Inoculation of encapsulated bacteria improved the 

photosynthetic performance of durum wheat; this is probably associated with the effects of these 

bacteria in improving water and nutrient absorption, which play an important role in the structural 

construction of the photosynthetic machinery [79], and ensuring gas exchange and electron transport [80]. 

Thus, the production of IAA and ACC deaminase and the increase in plant biomass would also be 

involved in chlorophyll biosynthesis [81]. Indeed, the increase in carotenoid contents is linked to the 

collection of light energy necessary for photosynthesis [82]. 

Colonization capacity is an important trait that determines the ability of the bacteria to survive 

and compete with other microbes and defines the effectiveness and performance of PGPB during its 

inoculation in the field [83]. It is also considered the main survival factor of bacteria [83]. For this 

purpose, the colonization capacities of the rhizosphere, the rhizoplane, and the root internal tissues 

were analyzed. Our results demonstrate that both bacterial strains survived effectively in a sterile and 

relatively nutrient-poor medium and indicate an increase in the number of rhizospheric and endophytic 

bacteria over time in the treatments of encapsulated formulations, while a considerable decrease was 

observed in liquid formulations. These observations are consistent with those of Bhise and     

Dandge (2019), who found increased colonization of rice roots by a strain of Pantoea agglomerans 

encapsulated in alginate after 20 and 30 days compared to the same free inoculums [84]. In a different 

study focusing on cotton root colonization, the capacity of encapsulated Pseudomonas putida Rs-198 

to colonize the roots significantly increased over time when compared with the inoculum of free cells [85]. 

Likewise, the analysis of the enumeration revealed that bacterial Pa loads are in agreement with the 

literature reports, being 106 up to 109 CFU/g in the rhizosphere and 104 up to 108 CFU/g in the root 

endosphere [86]. Considering that colonization is a complex process that involves the mobility of 

bacteria and their ability to chemotaxis with the host plant [87], the maintenance of these interactions 

is crucial to establish long-term stable bacterial associations with the host plant [86]. This ability to 

persist is strongly pronounced in encapsulated bacteria, which are slowly released into the soil, thus 

ensuring their survival and ability to promote plant growth, which guarantees their long-term yield. 

On the other hand, the capacity for rhizospheric and root colonization can be limited by the affinity to 

the genotype of the host plant and by competition with its internal microbiota when it comes to the 

endosphere of the plant [88]. The absence of B25 cells in the internal tissues of durum wheat suggests 

that the root endosphere does not belong to the privileged ecological zones of this strain. Furthermore, 

the analysis of morphological parameters over time suggests that the effect of inoculation on growth 

stimulation may be affected after more than 30 days of plant growth. 
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5. Conclusions 

This work demonstrated the feasibility of developing a microbial biostimulant by the 

encapsulation of two bacterial strains, namely Bacillus thuringiensis strain B25 and Pantoea 

agglomerans strain Pa, in sodium alginate using the ionic gelation technique. Our results indicate that 

the addition of proline boosts bacterial survival during the drying process and storage and that alginate 

constitutes a sovereign system to trap and slowly release encapsulated bacteria.The bioformulations 

developed showed a notable survival rate over a 24-month storage period and demonstrated to 

effectively preserve plant probiotic activities played by the strains after being encapsulated in dry 

alginate beads for up to 24 months, both alone and in combination. The effectiveness of encapsulated 

bacteria in promoting the growth of Arabidopsis thaliana and durum wheat as well as their colonization 

capacity and kinetics were elucidated, moving forward in the direction of sustainable agriculture. 

Future research on field trials and natural conditions could further clarify the effectiveness of the setup 

delivery system under real scenarios. 
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