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Introduction

L’agriculture constitue la source principale de nutrition pour I’humanité. Le sol est le
support principal de la plupart des produits issus de 1’agriculture. Il constitue également le
support de vie d’une trés grande variété d’organismes vivants en interactions continues (plantes,
vers de terre, nématodes, acariens, protozoaires, algues, champignons, eubactéries, archaea,

etc.) (Agueniou et Zeggaghz, 2017).

Dans ce travail, nous sommes intéressées a la flore rhizosphérique bactérienne de sol. La
rhizospheére est la zone de sol qui est sous l'influence des exsudats racinaires, ¢’est une zone
tres riche en nutriments, constituant une niche écologique stimulatrice de diverses activités
microbiennes. Dans cette zone se trouve un groupe particulier de bactéries ; les rhizobactéries
(Beauchamp, 1993 ; Cregut, 2009).

Les plantes, comme la plupart des étres vivants, vivent au contact de nombreux micro-
organismes. Le contact entre plantes et microorganismes est permanent. Il s’établit dés que la
graine tombe au sol, se poursuit et se développe lors de la germination et de la croissance du
végétal, et se termine a la mort de celui-ci (Atie, 2005) Les plantes entretiennent une microflore
associée a leurs racines (Jacques et Daniel, 1988), le développement de la communauté
rhizosphérique a une variété d'impact direct ou indirect sur la croissance et le rendement de la
plante (Boisvert, 2014). L’utilisation des bactéries afin d’améliorer la disponibilité des
nutriments et de protéger les plantes constitue actuellement 1’une des pratiques les plus utilisées
en agriculture. Les résultats de cette démarche sont prometteurs et incitent a continuer les
travaux dans cette approche (Figueiredo et al., 2010). Une flore bactérienne diversifiée, connue
sous 1’abréviation PGPR (Plant Growth Promoting Rhizobacteria), est la plus étudiée dont on
distingue deux grands groupes : les PGPR phytostimulatrices et les PGPR phytoprotectrices
(Malek, 2015). Ces bactéries facilitent la croissance des plantes directement en aidant a
I'acquisition des ressources nutritives (azote, phosphore, fer et les minéraux essentiels), la
production de phytohormones (auxines, des gibbérellines), (Munees et Mulugeta, 2014).
Indirectement, les PGPR participent dans la protection des plantes contre les agents
phytopathogénes (Adam, 2008).

Les phytohormones sont des substances organiques naturelles qui exercent, a faibles
concentrations, une influence majeure sur pratiqguement tous les aspects physiologiques de la
croissance des plantes (Arora et al., 2013). Ces substances ne sont pas seulement produites par

les plantes, une grande variété de microorganismes (champignons, bacteries) et méme les algues
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peuvent les synthétiser. Ainsi, la biosynthese des phytohormones par les bactéries du sol
constitue un outil clé par lequel elles améliorent la croissance des plantes et elles régulent leurs

processus physiologiques (Narayanasamy, 2013).

L’objectif de notre travail est d'extraire I’AIA et I'étude de l'impact de cet extrait et des isolats
rhizosphériques sur la croissance de plantes.
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CHAPITRE 1 LA RHIZOSPHERE

1. Généralité sur la rhizosphere

Le terme rhizosphére (éthymologiquement rhiza : racine, sphere : ce qui entoure) a été
proposé la premiére fois en 1904 par un chercheur allemand (Hiltner) pour décrire la zone de
sol qui entoure la racine et qui est directement ou indirectement influencée par la racine. La
rhizosphére peut étre qualifier de moitié cachée du systeme racinaire qui est lui-méme cryptique
(figure 01). Au sein de la rhizosphere, on distingue le rhizoplan, qui correspond a I’interface
sol/racine, et le sol adhérent au systéme racinaire, qui est le sol restant attaché aux racines apres
agitation vigoureuse. La racine modifie les caractéristiques physico-chimiques et
microbiologiques du sol rhizosphérique. Cet effet résulte des prélévements racinaires d’eau et
d’¢éléments minéraux mais surtout de la libération de composés organiques. Le volume de sol
soumis a I’effet rhizosphérique est déterminé par la zone de diffusion des molécules organiques

solubles et des composes volatils libéré par la racine (Stengel et Gelin, 1998).

Rhizosphére
Racine

Mycorhizosphére
Hyphe

Figure 1. Schéma présente une coupe de la rhizosphére.



CHAPITRE 1 LA RHIZOSPHERE

2. L’effet rhizosphére

Des phénomenes écologiques particuliers se produisent au niveau de la rhizosphere. En
effet, les racines libérent beaucoup de matieres organiques sous forme de mucilage, d'exsudats
et plus que 40% des produits de photosynthese passent au niveau du systéme racinaire
(Soufiane, 1989). L’exsudation ; ce terme est souvent employé abusivement comme synonyme
de rhizodéposition. Elle désigne en fait la diffusion passive hors des cellules de composés
solubles de faible poids moléculaire, par exemple des sucres ou des acides aminés, qui sont

rapidement métabolisés par les microorganismes (Davet, 1996 ; Aouar, 2012).

Les exsudats racinaires représentent un élément clé dans les échanges entre la plante et les
rhizobacteéries, dont la densité et la diversité microbienne au tour des racines est en liaison
directe avec la nature et la quantité des exsudats racinaires, cette influence se manifeste par une

modification de la croissance de la plante (Lemanceau, 1992).

3. La faune et la flore de la rhizosphere

Le sol, ou cohabitent les racines des végétaux, les animaux et les microorganismes, est
un assemblage complexe de substances minérales et organiques, de gaz et d'eau, a l'intérieur
duquel se déroulent simultanément des phénomeénes de dégradation et de synthese. Il est
considéré comme « un systeme écologique ». Chaque type de sol offre des potentialités
énergétiques différentes qui se traduisent par des modifications de la flore et de la faune (Arpin
et al., 1980 ; Gobat et al., 2010).

3.1. Lafaune

La faune rhizosphérique est constituée principalement d’organismes microscopique
appelé la microfaune (<0,2mm) comme les protozoaires, les nématodes rotiféres et les acariens.
D’autre sont des animaux qu’on attribuera a la méso faune (0,2 a 4mm) comme les insectes et
les microarthropodes (Arpin et al., 1980). La faune rhizosphérigque joue un réle important dans
I’équilibre des différentes relations. Chaque espeéce occupe une niche qui lui est propre et joue
un réle particulier dans le recyclage de la matiere organique, 1’échange globaux d’énergie, les
fonctions et les propriétés du sol (structure, fertilité, qualité) elle assure aussi la fragmentation
des débris végétaux et la fabrication de I’humus ce qui augmente considérablement les surfaces
de contact avec les micro-organismes (Fuchs et al., 1999). Cependant, cet équilibre est
relativement fragile, le plus souvent, ces animaux sont extrémement sensibles a des faibles

variations de pH, d’humidité, de température et de teneur en matiére organique (Arpin et al,

1980).
Y
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3.2 La flore rhizosphérique

Elle est représentée par quelques métazoaires, des protozoaires, des algues
microscopiques, des champignons, des bactéries dont des actinomycétes, des cyanobactéries et
des virus (Maier et al., 2009).

3.2.1. Les actinomyceétes

Les véritables Actinobacteria, également connus sous le nom d’actinomyceétes, sont des
microorganismes a coloration de Gram positive. Ils ont un type de croissance mycélien (les
cellules produisent des filaments et des ramifications) rappelant celui des champignons
filamenteux. Les actinomycetes sont les habitants communs du sol. Leur production de
géosmine et de MIB (2-methyl isobornéol), contribue significativement a 1’odeur
caractéristique du sol. Dans la rhizosphére les actinomycétes appartenant au genre Frankia sont
extrémement important pour de nombreux types de plantes. Cette importance réside dans le fait
qu’elles sont capables d’onduler les racines de ces plantes et de fixer 1’azote atmosphérique.

Cette association est appelée : association actinorhizienne (Djaballah, 2010).

3.2.2. Les champignons

Les champignons mycorhiziens de type arbusculaire (AMF : Arbuscular Mycorrhizal
Fungi) sont le groupe le plus important dans la rhizosphére, ils peuvent établir une association
symbiotique avec les racines, ce qui permettra a la plante de capter différents éléments
nutritionnelle, I’exemple le plus discuter est le phosphore qui se trouve dans le sol, qui est
transporter le long des hyphes et ensuite délivrer a la plante héte. Les interactions avec les
mycorhizes peuvent stimuler aussi les mécanismes de défense contre les parasites et les

pathogénes (Clémentine, 2013).

3.2.3 Les rhizobactéries
La communauté bactérienne de la rhizosphére est recrutée parmi les réservoirs de micro-

organismes présents dans le sol (Bakker et al., 2013).

Les rhizobactéries sont des bactéries qui présentent 1’aptitude a coloniser les racines de fagon
intense. Les bactéries non symbiotiques répondant a cette définition appartiennent aux
différents genres et espéces dont les plus étudiés sont : Agrobacterium sp, Azospirillum sp,
Bacillus sp, Pseudomonas sp. Les effets bénéfiques des rhizobactéries sont liés a leur position
stratégique a I’interface sol-racine. En effet, le rhizoplan et la rhizosphére sont le siege

d’échanges intenses entre la plante et le milieu environnant ces échanges sont réciprogues

(Lemanceau, 1992).
-
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4. Les differents types d'interaction dans la rhizosphére

4.1. Les interactions entre les microorganismes de la rhizosphere
Le sol, véritable jungle écologique, est un systeme énergétique vivant ou toutes les
interactions possibles entre espéces ou populations et a tous les niveaux trophiques sont

représentées : symbiose, parasitisme, compétition (Arpin et al, 1980).

4.1.1. La symbiose
La symbiose désigne l'association constante, obligatoire et spécifique entre deux

organismes dont chacun d’eux tirant un bénéfice de 1’association (Peltier, 2010).

4.1.2. Parasitisme
Il représente 1’attaque directe d’un microorganisme par un autre dans un but nutritionnel.
La rhizosphére qui héberge une large variété de populations microbiennes, constitue un milieu

favorable pour I’attaque du parasitisme (Barroca, 2005).

4.1.3. Compétition

Le pouvoir compétitif des microorganismes est variable suivant qu’il s’agit de germes
du rhizoplan ou de la rhizosphére éloignée. Vis-a-vis des especes sporulées ou des Cocci a
Gram négatif, les bacilles de la rhizosphére éloignée. Ce pouvoir compétitif parait étre aussi lié

a la nature chimique des exsudats racinaires (Diem et Mangenot, 1975).

La compétition peut jouer un réle important dans la lutte biologique contre les champignons
parasites. La méthode consisterait a provoquer les interactions compétitives dans la rhizosphere
en rendant limitants les éléments essentiels a 1’activité infectieuse (germination et pénétration)

de I’agent pathogéne (Diem et Mangenot, 1975).

4.2. Les interactions entre les microorganismes et les plantes

Dans le regne végétal, les symbioses sont tres répandues. Les plus communes sont les
symbioses entre les racines des plantes et certains microorganismes du sol, tels des bactéries ou
des champignons. Ces derniers sont nommeés symbiontes, tandis que la plante est appelée I’hote.
Les symbioses racinaires de plantes sont classées en deux grands groupes : les ectosymbioses

et les endosymbioses (Dickie et al., 2013).

Les ectosymbioses ne concernent que 2% des plantes et se produisent surtout avec certains
champignons du sol (Dickie et al., 2013). Le mycélium de ces derniers entoure la racine et y

pénétre en formant un réseau dans les espaces intercellulaires de la racine, sans entrer dans les

)
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cellules. Au contraire, les endosymbioses racinaires concernent une grande majorité des plantes
terrestres. Leur particularité est que les microorganismes symbiotiques pénetrent les cellules

racinaires afin d’entrer en symbiose avec la plante (Herrbach, 2013).
Les endosymbioses racinaires
e La mycorhization

Un mycorhize, c'est une association symbiotique entre une plante (arbre, arbuste, plante
herbacée, vivace ou annuelle, a fleurs ou non, sauvage ou cultivée, en pot ou en pleine terre...)
et un champignon, susceptible de persister durant plusieurs années (Desfemmes, 2014). Il existe
plusieurs groupes de champignons mycorhiziens, chacun étant caractérisé par un type de
mycorhize bien particulier. Les mycorhizes les plus communes sont celles qui colonisent le plus
grand nombre de plantes. Ce sont les ectomycorhizes (mycorhize externe) et les
endomycorhizes (mycorhize interne) (Dechamplain et Gosselin, 2010).

L’ectomycorhize nait de la rencontre entre des hyphes d’un champignon mycorhizien et des
racines d’une plante hote, les hyphes s’infiltrent dans les racines et entourant les cellules sans
y pénétrer, et forment, au pourtour de la racine, un amas d’hyphes qui s’appelle un manchon.
De plus, plusieurs champignons ectomycorhizes forment les « chapeaux » ou « carpophores »
que ’on voit sur les sols et certains d’entre eux sont comestibles et recherchés par les
gastronomes, citons entre autres les girolles (ou chanterelles) et les bolets. Alors que,
I’endomycorhize fut la premiere symbiose mycorhizienne avec les plantes. Elle résulte de
champignons microscopiques dont les hyphes ont la particularité de pénétrer dans les cellules

de la racine de la plante (Dechamplain et Gosselin, 2010).
Les symbioses fixatrices d’azote

L’azote (N) est I'un des principaux atomes dont les plantes dépendent pour se
développer et se multiplier. La plupart des plantes ne peuvent bénéficier de I’azote que sous
forme minérale, c’est-a-dire sous forme de nitrates (NO3-), ou d’ion ammonium (NH4+),
présents dans le sol en quantité variable. Pourtant, la plus grande réserve d’azote est

I’atmosphére, qui contient 78% d’azote sous forme de N2 (Herrbach, 2013).

Au cours de I’évolution, certains organismes procaryotes ont acquis la faculté biologique de
fixer I’azote atmosphérique. Cette capacité, appelée diazotrophie, nécessite chez le procaryote
la présence de I’enzyme nitrogénase, qui transforme le N2 en NH3. Ces organismes peuvent

fixer I’azote a I’état libre, ce qui est le cas des bactéries du genre Azotobacter, ou en association
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avec des racines de plante, auquel cas ils font profiter celle-ci de 1’azote. Lorsque ces
associations sont réciproquement profitables, elles sont appelées symbioses fixatrices d’azote.
Ce type de symbiose semble étre apparu dans un contexte de sols carencés en azote (Sprent et
James, 2007).

Parmi ces symbioses, la plus répandue dans le regne végétal (20% des plantes sont concernées)
est I’interaction symbiotique entre des plantes de la famille des 1égumineuses (pois, haricot,
soja, arachide, tréfle, luzerne, etc.), et des bactéries fixatrices d’azote réunies sous le nom de
rhizobia. Cette symbiose Légumineuse-Rhizobium est apparue il y a 60 millions d’années, et
est donc beaucoup plus récente que la symbiose mycorhizienne. Les rhizobia réunissent 70
espéces et sont des bactéries Gram négatif. Ces bactéries possedent, contrairement aux
champignons mycorhiziens & arbuscules, une trés haute spécificité d’hote. Ainsi, chaque espéce
de rhizobia s’associe plus ou moins spécifiquement avec une espece de plante. Quelques rares
espéces non-légumineuses sont capables de s’associer de fagon symbiotique avec des rhizobia
- il s’agit de plantes du genre Parasponia, appartenant a la famille des Cannabacées (Benmati et
Djekoun, 2014 ; Vessey et al, 2005 ; Sprent et James, 2007).
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1. Définition des bactéries promotrice de croissance des plantes

Kloepper et Schroth (1978) ont introduit le mot « Rhizobactéries » qualifiant la
communauté bactérienne qui colonise compétitivement les racines des plantes, tout en
améliorant leurs croissances. Les PGPR sont donc les bactéries qui colonisent la rhizosphere
des plantes. Ainsi, une rhizobactérie est dite PGPR si, inoculée dans la rhizosphére d’une plante,

elle est capable de lui apporter un effet bénéfique. (Aouane et Hamani, 2017).

2. Effet direct des PGPR sur les plantes

2.1. La fixation de I’azote

La rhizobie est un vaste groupe de rhizobactérie qui ont la capacité d’établir des
interactions symbiotiques par la colonisation et forme de nodules racinaires dans le végétale,
dans lesquelles I'azote est fixé en ammoniaque qui est rapidement transformé en nitrates et le
rendre disponible pour I'héte ; La bactérie entre d'abord dans la racine et plus tard sur les nodules
dans lesquelles se produit la fixation de l'azote (Benmati et Djekoun, 2014 ; Munees et
Mulugeta, 2013).

2.2. La solubilisation du phosphate

Le sol dispose d’une réserve importante en phosphore : environ 1,2 g de phosphore par
kg de sol dans la lithosphere (enveloppe terrestre de la surface de la Terre). Les plantes sont
incapables d'utiliser le phosphate car 95 a 99% de phosphate présents sous la forme insoluble,
immobilisée et précipitée. Les plantes absorbent le phosphate uniquement sous deux formes
solubles : les ions monobasique (H2PO4) et basique (HPO42) (Gupta et al., 2015). La
solubilisation microbienne du phosphate joue un rdle important dans la conversion du
phosphate insoluble en phosphate soluble. En effet, il a été deéemontré que certains
microorganismes du sol sont impliqués dans la solubilisation des phosphates insolubles, ces
microorganismes produisent des acides organiques et relachent des protons, qui a travers leurs
groupements carboxyliques, chélates les cations fixés au phosphates insolubles ce qui permet

de les convertir en formes solubles (Taktek, 2015).

2.3. La solubilisation du potassium

C’est le troisieme nutriment majeur important pour les plantes. Les concentrations de
potassium soluble dans le sol sont généralement tres faibles et plus de 90% de potassium dans
le sol existe sous forme de roches insolubles et de minéraux de silicate (Parmar et Sindhu,
2013). En outre, en raison de I'application desequilibrée des engrais, la carence en potassium

devient lI'une des principales contraintes dans la production végétale. Sans potassium adéquat,
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les plantes ont des racines mal développées, poussent lentement, produisent de petites graines
et ont des rendements plus faibles (Kumar et Dubey, 2012). Les microorganismes des sols
jouent un réle clé dans le cycle K naturel et, par conséquent, les microorganismes solubilisant
de potassium présent dans le sol pourraient fournir une technologie alternative pour rendre le

potassium disponible pour I'absorption par les plantes (Rogers et al., 1998).

2.4. La production des sidérophores

Le fer est un nutriment vital pour presque toutes les formes de vie (Neilands, 1995).
Certains PGPR produisent des sidérophores, composés de faibles poids moléculaire,
généralement inférieurs a 1 kDa contenant des groupements fonctionnels capables de capter le

fer en le rendant assimilable par les plantes (Kirdi et Zermane, 2010).

2.5. La production des phytohormones

Les hormones végétales, encore appelées phytohormones, sont des substances
organiques naturelles qui influencent I’ensemble des processus physiologiques de croissance,
de différentiation et de développement des plantes et leur conférent leur capacité d’adaptation
aux variations de conditions de I’environnement. Les phytohormones ne sont pas seulement
produites par les plantes, une grande variété de microorganismes (champignons, bactéries) et
méme les algues peuvent les synthétiser. Ainsi, la biosynthése des phytohormones par les
bactéries du sol constitue un outil clé par lequel elles améliorent la croissance des plantes et

régulent leurs processus physiologiques (Agueniou et al., 2017).

L’utilisation de phytohormones, des substances qui régissent la croissance et le développement
des plantes, est largement répandue en production horticole commerciale pour faciliter la
multiplication végétative. Chaque phytohormone produit des effets différents selon sa

concentration, son lieu d’action et le stade de développement de la plane (Leclerc et al., 2007).

L’auxine a été la premiére hormone végétale identifiée. A parties des années 1950, on découvre
d’autres hormones qui modulent la croissance et le développement des végétaux : gibbérellines,

cytokinines, acide abscissique et éthyléne (Granell et Carbonell, 1996).

2.5.1. L’acide gibbérellique

Comme les autres phytohormones, les gibbérellines sont essentielles pour de nombreux
processus du développement comme la germination de la graine, 1’allongement de la tige,
I’expansion des feuilles, la maturation du pollen et I’induction de la floraison. Celle-Ci est

synthétisée un peu partout dans la plante, mais surtout dans les apex caulinaires et dans ceux
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des racines. Tout comme ’auxine, les gibbérellines circulent dans le phloéme mais aussi par
les vaisseaux. Elles interviennent principalement dans 1’élongation des entre-nceuds en
stimulant a la fois la division cellulaire et I’élongation cellulaire. L’application exogene de
gibbérellines sur les ovaires non fécondés permet d’obtenir des fruits parthénocarpies, ou sans
noyau. Aussi, il est possible de lever la dormance des graines ou des bourgeons en utilisant des
fortes doses d’acide gibbérellique (Fortin et Nadeau, 2002 ; Regnault, 2014).

2.5.2. Les cytokinines

Les cytokinines sont indispensables a la formation de la plante. Elles engendrent la
formation des bourgeons, sous réserve d'un taux d'auxine pas trop élevé. Les cytokinines
activent la division cellulaire, mais elles sont également la source d'activation de la

chlorophylle, de la formation des jeunes pousses et d'autres actions encore (Konig, 2011).

Elles jouent un réle-clé dans un grand nombre de processus physiologiques tels que la division
cellulaire des plantes, I'interruption de la quiescence des bourgeons dormants, I'activation de la
germination des graines, la promotion de la ramification, la croissance des racines,
I'accumulation de la chlorophylle, I'expansion des feuilles et le retard de la sénescence (Bouali,
2017).

2.5.3. L’acide abscissique

Le réle de I'acide abscissique accumulé de fagcon passagére en grande quantité au cours
de la maturation des graines, son intervention dans l'induction éventuelle d'une dormance, son
implication au stade de la déshydratation, enfin son action comme inhibiteur de la germination
sont discutés a la lumiére de travaux récents et de notre expérience personnelle. Une attention
particuliere est portée a tous les niveaux sur la nécessité d'une étude dynamique prenant en
compte la synthése, les sources potentielles d'ABA, I'orientation du métabolisme, I'évolution au

cours du temps et enfin la localisation de I'normone (Page-Degivry et Bulard, 1988).

2.5.4. L’éthyléne

L’éthyléne est un gaz volatil produit par la plante, considéré comme une hormone
vegétale. Tout comme I’ABA, I’éthyléne joue un rdle dans la réponse aux stress biotiques et
abiotiques. Il est également impliqué dans les étapes de floraison, 1’abscission des feuilles et la
maturation de nombreux fruits. L’éthyléne et 1’auxine agissent en interaction pour de nombreux
mécanismes, notamment pour la formation de la RL. Stepanova et coll. ont décrit cette

interaction, en mettant en eévidence que I'éthylene et I'auxine peuvent réguler réciproquement
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leur biosynthese, influencer leurs voies de réponse, et/ou agir indépendamment sur les mémes

geénes cibles (Stepanova et al., 2007).

2.5.5. L’auxine

L’auxine est une phytohormone indispensable au développement des plantes. Le terme
d’auxine a ¢été étendu a un ensemble de substances naturelles aux propriétés analogues ainsi
qu’a des hormones de synthése. Il agit sur 1’élongation et les divisions cellulaires. Ses roles sont
nombreux, sur la dominance apicale, la formation des fruits, la floraison, la réponse a
I’environnement (lumiére, blessures), le développement des organes, et particulierement des
racines et les racines latérales. De nombreuses revues récapitulent les divers roles de I’auxine
sur les plantes Au vu des multiples roles et de la complexité¢ de 1’action de I’auxine sur le

développement des plantes (Herrbach, 2013).

L’action de I’auxine dépend a la fois de sa concentration et du tissu sur lequel elle agit. Selon
les plantes, une méme concentration sur un méme organe peut entrainer des conséquences
différentes. Ceci implique une régulation trés fine en amont et en aval de ’auxine. L’action de
I’auxine est dépendante de sa présence et sa concentration dans la cellule, son transport, sa

perception, et la régulation de genes cibles (Herrbach, 2013).

a. Synthese et conjugaison des auxines dans les racines

L’auxine se présente souvent sous forme conjuguée, en association avec des sucres, des
acides aminés ou des protéines, grace a des liaisons de type ester ou amide. Sous cette forme,
’auxine est inactive : la conjugaison est donc un mécanisme d’appoint permettant de réguler la

concentration 1’auxine active dans la cellule (Herrbach, 2013).

b. L’acide Indole Acétique

L'acide Indole Acétique (AIA) est I'auxine naturelle la plus courante dans le monde
vegetal. Elle a un effet positif sur la croissance des racines, la prolifération cellulaire et
I'absorption des minéraux et des nutriments du sol par la plante. Cette phytohormone augmente
le taux de développement du xyléme et des racines, contr6le les processus de croissance
végétative, initie la formation latérale et I’adventice de la racine, affecte la photosynthese, la
formation des pigments, la biosynthése de divers métabolites et la résistance aux conditions

stressantes (Vessey, 2003).

Diverses espéces bactériennes possédent la capacité de produire de I’AIA. En fait, 80% de la

flore rhizosphérique est capable de le produire, cependant, les bactéries a Gram positif sont
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faiblement productrices. Toutefois, I'amélioration de la croissance des plantes par la
colonisation racinaire avec des especes de Bacillus et Paenibacillus productrices d’ AIA est bien
connue. La biosyntheése de I’AIA est affectée par plusieurs facteurs environnementaux. En
particulier, il y a une augmentation de sa production dans des conditions de pH élevé et en
présence de plus grandes quantités de tryptophane. L’ AIA est généralement produit sous forme
de métabolite secondaire par les PGPR en utilisant les substrats riches exsudés par les racines
des plantes. L’AIA et ses analogues actifs dans la plupart des plantes sont synthétisés a partir
du tryptophane principal précurseur (Bouali, 2017). Le schéma (Figure 02) résume les

principales voies métaboliques de la synthése de I’ AIA et ses analogues a partir du tryptophane.
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Figure 2. Les principales voies métaboliques de la synthese de I'AlA et ses analogues a partir
du tryptophane (Van.,2006).
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La biosynthése de I'AIA par les bactéries implique cing voies dépendantes du tryptophane :
voie de I'indole-3-acétamide, voie de I'acide indole-3-pyruvique, voie de la tryptamine, voie de
I'indole-3-acétonitrile et voie de lI'oxydase de la chaine latérale tryptophane ; et une voie
indépendante (Khan et al., 2014).

3. Effet indirecte des PGPR sur les plantes

3.1. La production des antibiotiques

Les microorganismes telluriques produisent les antibiotiques qui sont des facteurs
déterminants pour la vie dans un environnement aussi compétitif que la rhizosphere. La
production des antibiotiques est un critere trés important de compétitivité des microorganismes
aux autres populations microbiennes. C’est un critére de performance pour la promotion
indirecte de la croissance végétale. 1l consiste a contrecarrer les agents phytopathogénes

d’origine tellurique (Kirdi et Zermane, 2010).

La sélection des souches rhizobactériennes performantes pour la production des antibiotiques
doit prendre en considération I’influence du stade de développement de la plante a inoculer et

les conditions environnementales de sa rhizosphére (Kirdi and Zermane, 2010).

3.2. Induction d’un systeme de résistance

Les PGPR peut déclencher chez la plante un phénomene connue sous le nom d’induction
de la résistance systémique qui est phénotypiquement similaire a la résistance systémique
acquise qui se produit lorsque la plante active ses mécanismes de défense en réponse a une
infection par un agent pathogéne (Abdesselam et Latache, 2017). Les plantes inoculées avec
des PGPR peuvent également fournir une résistance systémique contre un large éventail de
pathogénes végétaux. Les maladies d'origine fongique, bactérienne et virale et, dans certains
cas, méme les dommages causés par les insectes et les nématodes peuvent étre réduits apres
I'application de PGPR, il conféré a la plante un certain degré de protection a des attaques
ultérieures par un phytopathogéne via la stimulation de mécanismes de défense systémique.
Cette « immunité » s’initie a la suite de la perception par la plante de molécules dites « élicitrices

» produites par les microorganismes (Ara Naznin et al., 2012 ; Cherif, 2014).

3.3. Effet phytoprotecteur des Sidérophores
Les PGPR, notamment du genre Pseudomonas sp, sont connues pour leur capacité a

produire des sidérophores dans le milieu. La qu’élation du fer est un phénomene qui participe
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efficacement a 1’antagonisme contre les agents phytopathogénes en réduisant leurs effectifs

dans le sole (Kirdi et Zermane, 2010).
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1.1solats bactériens utilises
Les trois isolats bactériens utilisés dans cette étude sont isolés précédemment a partir de

la rhizosphére de Capsicum annuum cultivé a Belkhir, Guelma.

2. Dosage de la production de I’Acide-3-Indole Acétique

La production de I’AIA par les trois isolats est testée selon le protocole de (Bric et al.,
1991), la fermentation était réalisée en utilisant le milieu TY (annexe 01) additionné de 500
pg/ml de tryptophane, dans un volume de 50 ml. Le milieu est ensemencé par 100 ul d’une
culture bactérienne jeune, les flacons sont incubés a 30°C pendant 96 h avec 100 rpm, (trois

réplicas sont réalisés pour chaque isolats).

Aprés incubation, 10 ml de chaque culture sont centrifugés pendant 20 min a 3800 rpm 1 ml du
surnageant est additionné a 3 ml du réactif de Salkowski (annexe 01). Une demi-heure plus tard
d’incubation a 1’obscurité, Le développement d’une couleur rose indique la production de
I’AIA, I’absorbance a 535 nm est mesurée. Les valeurs d’AIA produite par chaque souche

calculée par extrapolation sur une courbe standard préparée en utilisant I’ AIA pure.

3. Optimisation de la production de ’AIA
L’optimisation de la production de I’AIA est réalisée seulement pour 1’isolat qui a la
meilleure production. L’effet de la durée d’incubation et la concentration de L-tryptophane sur

la production de I’AIA ont été étudiées.

La concentration de 1I’AIA est mesurée en fixant tous les parameétres de culture puis en
changeant un seul parameétre. La fermentation est réalisée en utilisant le méme protocole cité
précédemment. L’effet de la durée d’incubation est étudié apres 3™, 4°™M et 5™ jours. Alors
que les concentrations de L- tryptophane étudiées sont : (0, 250, 500, 750, 1500, 2000, 2500 et
3000 pg/ml).

4. Extraction et détection de ’AIA

A. Fermentation
L’isolat qui a la meilleure production est utilisé pour faire I’extraction de ’AIA. Le
méme protocole de fermentation cité précédemment est appliqué en utilisant une concentration
de 1500 pg/ml de L-tryptophane avec un volume totale de 200 ml. L’extraction est réalisée

apres 96 h.
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B. Extraction

L’extraction est réalisée selon la méthode citée par (Ahmad et al., (2005)
Le surnageant récupéré apres fermentation est acidifi¢ d’abord avec HCL afin d’obtenir un pH
égal & 2,5. L’extraction de I’AIA est réalisée par I’acétate d’éthyle. 150 ml de surnageant est
mélangé avec 300 ml de solvant d’extraction. Les deux phases non miscibles sont séparées dans
une ampoule a décanter (figure 03).
Le séchage complet de 1’extrait est réalisé par un évaporateur rotatif a 45°C, ensuite 1’extrait

obtenu est récupéré dans 1 ml de méthanol. L’extrait est conservé a -20°C jusqu’a I’utilisation.

Figure 3. Les étapes d'obtention des extraits de I'AlA. (A) : agitation du mélange, (solvant +
surnagent), (B) :la séparation des deux phases, (C) : élimination de la phase aqueuse, (d)
récupération de la phase organique (E) : évaporation, (F) : récupération de 1’extrait.
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5. Chromatographie sur couche mince.

A. Principe

La chromatographie est une méthode physique de séparation de mélange en leurs
constituants ; elle est basée sur les différences d’affinité des substances a 1’égard de deux
phases, I’'une stationnaire ou fixe, I’autre mobile. La chromatographie sur couche mince, ou sur
plaque (CCM), est effectuée surtout en vue d’une analyse d’un mélange. La phase stationnaire
solide est fixée sur une plaque, et la phase mobile liquide, nommeée éluant, est un solvant ou un

mélange de solvants (Smaoui, 2010).

B. Mode opératoire
La chromatographie sur couche mince est utilisée sur des plaques en gel de silice
(GF254, épaisseur 0,25 mm).

Le systeme de migration utilisé est formé d’un mélange de trois solvants : 55ml d’acétate

d’¢éthyle, 35ml de chloroforme et 10 ml d’acide formique (Goudjal et al., 2013).

Le mélange de solvant est versé dans la cuve de chromatographie avec une hauteur de 0,5 cm
environ. Sur la méme plaques, 1’extrait ainsi qu’un controle contenant 1’AIA authentique sont

déposés a I’aide d’une pipette pasteur et avec un espace de 4 cm entre les deux dépots.

C. Révélation et lecture
Aprés séchage des plaques, la révélation est réalisée par deux méthodes, une méthode
physique représente a 1’aide d’une lampe a UV a une longueur d’onde de (254- 365 nm) et

une chimique correspond a I’inondation de la plaque dans le réactif de Salkowski.

6. Effet des isolats sur la croissance des plantes

A. Effet sur la germination

Dans cette expérience, ’effet de nos trois isolats a été testé sur la germination des
graines, quatre types des graines sont utilisées Triticum durum, Cicer arietinum, Phaseolus

vulgaris, Lens culinaris).

B. Désinfection et bactérisation des graines
Les graines ont été stérilisées selon les trois étapes suivantes :

- Les graines ont été¢ mises dans une solution d’hypochlorite de sodium (eau javel) 12%

@
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- Juste apres les graines ont été suspendus dans une solution d’éthanol 70% pendant 3
minutes sous une légére agitation manuelle ;
- Ensuite les graines ont été lavées avec 1’eau distillée stérile a cinq reprises afin de se

débarrasser des résidus de chlore et d’éthanol.

La bactérisation des graines désinfectées est réalisée dans des suspensions bactériennes
fraiches, avec une agitation légére pendant 15 min environ.
C. Protocol expérimental

Les graines obtenues ont été semées dans des boites de Pétri contenant le milieu eau-
agar stérile (10g d’agar agar/litre d’eau distillée), pour chaque type de graines 3 boites sont
utilisées. 3 boites control sont utilisées, dont les graines sont trompées dans ’eau distillée
stérile. Les boites sont incubées a 28°C a I’obscurité. Le nombre de graines germées dans

chaque boite a été déterminé chaque jour a partir du 3™ jour et poursuivi jusqu’au 7°™jour.

7. Effet des extraits et d’isolat sélectionné sur la croissance du Triticum

durum

L’isolat avec meilleure pourcentage de germination est utilisé pour étudier I’impact sur la

croissance des graines dans le sol.

A. Désinfection et germination des graines
Les graines sont désinfectées selon les étapes citées précédemment.

B. Protocol expérimental

Aprés germination, neuf graines sont semées dans chaque pot (13 cm) remplis de la tourbe
noire (Profi-agro). Trois lots sont utilisés : le premier pour tester 1’effet de 1’isolat sélectionné,
le deuxieéme pour tester I’effet de I’extrait et le troisiéme représente le lot control. Six pots sont
utilisés dans chaque lot. Les graines du premier lot sont ensemencées par 1 ml d’une culture
bactérienne fraiche pour chaque pot. 1 ml de I’extrait dilué (90.45ug/ml) est ajouté a chaque

pot dans le deuxieme lot, alors que rien n’est ajouté pour le lot control.

Les pots sont cultivés pendant 20 jour, dans une serre contrélée avec une température de 25°C.

Les pots sont irrigués avec 1’eau de robinet chaque deux jours.
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8. Identification phénotypique des isolats

Le meilleur isolat en production des auxines et celui en meilleur résultat de germination
sont identifiés phénotypiquement. Les deux souches sont soumises a une coloration de Gram
(Astier-Théfenne et al., 2014), test d’oxydase, test de catalase et étude de la mobilité sur le

milieu mannitol-mobilité.

La galerie AP1 20 NE
Afin de s’orienté¢ phénotypiquement vers 1’espece, et selon les résultats des tests
précedent, la galerie API20NE étais choisie. La galerie était utilisée selon les recommandations

du fabricant.

9. Analyse statistique

Les résultats sont soumis a une analyse de la variance a un seul facteur selon la
méthode de Newman-Keuls en utilisant Xlstat 2014. 05. 03.
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1. La production de I’AIA par les isolats bactériens

La figure si dessous représente les résultats de la production de I’ AIA par les trois isolats
en présence de tryptophane a une concentration de 500 pg/ml, A partir de nos résultats on
constate que les trois isolats testés sont producteurs d’AIA, mais avec des concentrations
différentes, la production la plus élevée est enregistrée pour I’isolat 1 (53,12 pg/ml).
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Figure 4. La production d'AlA par les trois isolats. Les lettres a et b indiquent une différence
significative a P<0,05.

En fait, la croissance des plantes par les rhizobactéries est le résultat de I'action combinée de
plusieurs mécanismes, cependant, la production de phytohormones (en particulier AIA) est
considérée comme le mécanisme direct, le plus important, utilisé par les bactéries pour
augmenter la croissance et rendement, cette phytohormone coordonne différents processus de
développement chez les plantes (Ali et al., 2008).

Selon la littérature la production de I’AIA est trés commune entre les microorganismes de la
rhizosphére ; D"aprés (Zakharova et al., 1999), environ 80% des bactéries rhizosphériques sont
capables de produire cette phytohormone. Au niveau de la rhizosphére, la production de I’AIA
par les microorganismes est effectuée a partir des exsudats racinaires. Selon les niveaux de
production de 1I’AIA, nos résultats sont supérieurs aux résultats obtenus par (Agueniou et

Zeggaghz, 2017) et proches aux ceux obtenus par (Mezaach, 2012) qui ont noté un intervalle
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de production de 31.5 a 57.5ug/ml en analysant la production chez différentes especes de

Pseudomonas sp

2. Optimisation de la production de I’AIA par Pisolat 1

La production de I’AIA était notée seulement pour trois intervalles de temps. Selon la
figure 05, une production stable est observée entre le 3°™ et le 4°™ jour, cependant, dans le 5™

jour la production diminue. De méme, une diminution de la production de 1’AIA est observée

par (Dahdah et al., 2015) a partir de 5°™ jour.
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Figure 5. La production de I'AIA par l'isolat 1 en fonction de la durée d'incubation. Les lettres
a et b indiquent une différence significative a P< 0,05.
(Leveau et Lindow, 2005) ont expliqué que les PGPR peuvent dégrader 1I’AIA soit pour son
utilisation comme source de carbone, ou bien pour la modulation de la concentration de cette
phytohormone dans la rhizosphére, la figure 6 montre la capacité de notre souche a stabiliser la
concentration de I’AIA dans le milieu, dont la production a augmenté avec 1’augmentation de
la concentration de tryptophane et elle se stabilise a partir de 750 pg/ml. En réalité, la capacité
des PGPR a stabiliser la concentration de 1I’AIA est une caractéristique de grande importance,
car, la grande augmentation de la concentration de I’AIA représente un facteur de stress chez

les plantes (Hopkins, 2003 ; Liu et al., 1982).

E



RESULTATS ET DISCUSSION

70
60
50

40

concentration d'AlA en pg/ml

0 250 500 750 1500 2000 2500 3000

concentration de tryptophane en pg/ml

Figure 6. La production de I'AlA par l'isolat 1 en fonction de la concentration de tryptophane.
Les lettres a et b indiquent une différence significative a P< 0,05.

3. Détection de I’AIA par chromatographie sur couche mince

La figure 07 montre la bonne séparation des différents composants de 1’extrait, selon
ces résultats, la production de I’AIA est confirmée, dont on observe un grand spot, rose,
compatible et avec le méme rapport frontal que celui de I’ AIA authentique. Les deux types de
révélation montrent la présence de plusieurs d’autres spots dans 1’extrait, ou deux sont colorés
aussi en rose. Selon la littérature de la production de 1’AIA par les rhizobactéries est réalisée
selon différentes voies, dont la plupart utilisent le tryptophane des exsudats racinaires comme
précurseur de production, les voies les plus répandus qui utilisent le tryptophane sont : la voie
de I’idole-3-acétamide, la voie de tryptamine, la voie de tryptophane oxydase en chaine latérale
et la voie d’indole-3-acétonitrile(Olanrewaju et al., 2017). Chacune de ces voies peut produire
plusieurs molécules intermédiaires possédant un noyau indole et semblables a la molécule de
I’AlIA.
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Figure 7. La révélation physique et chimique des extraits de I'AIA. A : a I'eeil nue, B : par le

réactif de Salkowski, C : sous la lampe a UV & une longueur d'onde (254 nm), D : sous la
lampe a UV a une longueur d'onde (365 nm).

4. Effet des isolats bactériens sur la germination des graines

Les figures 8, 9, 10 et 11 montrent 1’effet des trois isolats bactériens sur la germination
des différents types des graines. Selon ces résultats, la germination des graines de Cicer
arietinum et de Triticum durum est augmentée seulement avec 1’isolat 2, avec 66,27 % et 12,51
% respectivement. Cependant, toutes les souches bactériennes ont diminué la germination de

Phaseolus vulgaris et de Lens culinaris.
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Figure 08. Effet des isolats bactériens sur la germination de Cicer arietinum.
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Figure 9. Effet des isolats bactériens sur la germination de Triticum durum.
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Figure 10. Effet des isolats bactériens sur la germination de Phaseolus vulgaris.
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Figure 11. Effet des isolats bactériens sur la germination de Lens culinaris.
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La germination est un processus physiologique et de développemental qui permet de passer du
stade de la graine quiescente a la plantule (Villegente, 2013).

Les PGPR sont capables d’exercer un effet bénéfique sur la croissance des plantes par
augmentation du taux de germination. Cet effet positif est attribué, selon la littérature, a la
capacité de ces souches bactériennes a produire ou de modifier des hormones végétales,
principalement, les gibbérellines qui jouent un réle clé dans la germination (Barassi et al.,
2006).

L’effet négatif observé des isolats bactériens sur la germination des graines peut étre attribué a
la grande spécificité de la relation plante-microorganismes, ainsi, la méme souche bactérienne
peut avoir des effets différents selon I’espéce végétale. Nos résultats sont en concordance avec
ceux de (Kirdi et Zermane, 2010), qui a évalué, in vitro, la capacité de 12 souche a augmenté
le taux et la vitesse de germination de sept types de graines comportant Vicia faba, Cicer
arietinum, Triticum, Pisum sativum, Hordeum vulgare, Medicago sativa et Solanum
lycopersicum, I’effet des 12 isolats bactériens était différents d’une espéce végétale a I’autre,

dont une diminution du taux de germination était observée sur les graines de lycopersicum.

5. Effet de I’isolat 2 et I’extrait de I’isolat 1 sur la croissance du Triticum
durum.

Les figures 12, 13 et 14 résument les résultats de I’effet de I’isolat 2 et I’extrait de 1’isolat
1 sur les différents parametres de croissance de Triticum durum. Selon ces résultats une
augmentation non significative, de tous les parameétres, est enregistrée pour 1’isolat 2. Cela peut
étre due a la durée limitée de la culture de la plante. En fait, des effets significatifs des PGPR
sur la croissance du blé ont été enregistrés a partir de quatre semaines de croissance
(Egamberdieva, 2007 ; Egamberdiyeva et Hoflich, 2003).
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Figure 12. Effet de I’isolat 2 et I’extrait de 1’isolat 1 sur la longueur des tiges de Triticum
durum. Les lettres a et b indiquent une différence significative a P< 0,05.
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Figure 13. Effet de I’isolat 2 et I’extrait de 1’isolat 1 sur le poids de la partie aérienne de
Triticum durum. (A) : poids frais ; (B) : poids sec. Les lettres a et b indiquent une différence
significative a P< 0,05.
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Figure 14. Effet de I’isolat 2 et I’extrait de 1’isolat 1 sur le poids de la partie racinaire de
Triticum durum. (A) : poids frais ; (B) : poids sec. Les lettres a et b indiquent une différence
significative a P< 0,05.

Cependant, I’extrait de I’isolat 1 a diminué significativement la croissance de la plante étudiée.
Cette diminution peut étre expliqué par la présence des autres molécules dans I’extrait, comme
elle a révelé précédemment la CCM, qui ont un effet inhibiteur sur la croissance de Triticum
durum. D’autre part, 1’effet inhibiteur peut étre due a la concentration de 1’extrait appliquée,
ainsi, (Roberto et Rodolfo, 2004) a conclu que I’AIA peut inhiber la germination de blé en
agissant sur la concentration de gibbérelline qui régule la germination ce qui diminue la
croissance de la plante. De plus, (Chauhan et al., 2009 ; Roychowdhury et al., 2012) ont
rapporté la dépendance entre I’augmentation de la concentration de I’ AIA et la diminution de

germination et de croissance des plantes.

6. Identification

Selon les résultats mentionneés dans le tableau 1 et la figure 15, les deux isolats sont
des bacilles a Gram négatif, elles sont productrices d’oxydase et de catalase, cependant

I’isolat 1 est mobile et [’autre isolat est immobile.

Tableau 1. Coloration de Gram, test d’oxydase, de catalase et de mobilité des isolats bactériens.
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Souche Coloration de L’oxydase Catalase La mobilité
Gram

Isolat 1 Bacille a Gram  Positive Positive Mobile
négatif

Isolat 2 Bacille a Gram | Positive Positive Immobile
négatif

Figure 15. Isolat 1 apres coloration de Gram (x 100).

Les résultats de la lecture de la galerie Api 20 NE sont résumés dans le tableau ci-dessous, en
parallele, les résultats détaillés sont présentés dans I’annexe 03. Il apparait que
phénotypiquement, 1’isolat 1 et 2 appartient aux especes Pseudomonas luteola et Aeromounas

hydrophila respectivement.

Tableau 1. Identification des isolats bactériens par galerie Api 20 NE.

Reference

Isolat 1 Pseudomonas
luteola
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Isolat 2 Aeromonas

hydrophila
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Selon la littérature, plusieurs travaux ont évoqué le role des bactéries Gram négatif comme

bactéries promotrices de la croissance du blé, comparativement aux bactéries Gram positif qui
sont rarement mentionnés (Bashan et al., 2004 ; Christie, 2009 ; Akhtar et Siddiqui, 2009). Les

deux especes bactériennes étudiées sont démontrées precédemment stimulatrices de croissance

des plantes, ainsi, Aeromonas hydrophila est montrée capable d’améliorer la croissance de soja

(Zhang et al., 1996) Pseudomonas luteola est démontrée capable d’améliorer la croissance de

la canne a sucre (Morgado Gonzélez et al., 2015).
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CONCLUSION

Certaines bactéries du sol ont la capacité de favoriser le développement des cultures
agricoles en stimulant leur croissance a travers la production de métabolites impliqués
directement dans leur fonctionnement ou en réduisant les dommages causés par les agents
pathogeénes. Ces bactéries peuvent également influencer la symbiose entre les plantes et d’autres
microorganismes co-environnants, stimulant indirectement leur croissance. Cependant, le plus
grand probleme rencontré dans le domaine de la sélection des bactéries promotrices de la
croissance des plantes est la non reproductibilité des résultats obtenus dans 1’espace et dans le
temps. Ainsi, les résultats obtenus « in vitro » ne sont pas toujours reproductibles « in vivo » en
raison de la complexité des interactions entre la plante, les microorganismes et les facteurs
environnementaux. Ainsi, d’autres travaux sont nécessaires pour augmenter 1’efficacité de ces

bactéries in vivo.

Dans cette étude, deux isolats bactériens identifiés phénotypiquement en autant que Aeromonas
hydrophila et Pseudomonas luteola sont sélectionnés pour améliorer la croissance de Triticum
durum. Aeromounas hydrophila était sélectionné pour avoir amélioré la germination de blé,

alors que Pseudomonas luteola est utilisé pour extraire I’indole acétique acide.

Aprés 3 semaines de croissance, Aeromonas hydrophila a amélioré non significativement la
croissance de blé, alors que I’extrait brut de Pseudomonas luteola, a une concentration de

(90,45ug/ml) d’AIA, a diminué significativement tous les parametres de croissance.

La réponse d’une plante a I’inoculation par des PGPR varie selon la compétence écologique de
la bactérie, le stade de croissance de la plante, son interaction avec 1’inoculum et les conditions
biotiques et abiotiques de I’environnement. Ainsi, une identification moléculaire et des études
plus prolongées sous serre et en champ sur les isolats, ainsi que des purifications des extraits

bruts sont nécessaires pour améliorer la productivité des résultats.
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La composition des milieux de cultures
Milieu TY

Composition en g/l

EXtrait de IOVUIE ... e e 3g
0 01102 0 U< Sg
CACL22H20. .. e 0,65¢g
pH =6,8-7

Mannitol- Mobilité

Peptone trypsique de

o T 1 LSO £ 013
MaAnnItol. . ... 7,5g
Rouge de phénol N SOIULION @ 190.......cceciiiiiiicie e 4ml
NItrate de POTASSTUMIL. .. ..ttt ettt et ettt e e ee et e et e et e e e et enaeeenaeenaas g
N0 L . 3,5¢g

Le réactif de Salkowski.

Solution de chlorure ferrique (FeC13, 6H20 0,5M) .....coiiiiiiiiiiiii e 7,5ml
Acide sulfurique H2SO04 (98%0). ... ue it e e 150 ml
Eau distill€e. . ..o e 250 ml
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ANNEXE

Tableau de lecture de la galerie API 20 NE.

test Composant actifs QTE Réactions/enzymatique Résultats Résulta
(mg/m) négatif ts
positif
Potassium nitrate 0.136 Reduction des nitrates en Incolore Rose —
NO3 nitrites Rouge
Reéduction des nitrites en Rose Incolor
Azote e
TRP L-tryptophane 0.2 Formation d’indole Incolore /vert | Rose
(tryptophane) pale /jaune
GLU D-glucose 1.92 Fermentation (Glucose) Bleu a vert Jaune
ADH L-argenine 1.92 Arginine DI Hydrolase Jaune Orange
/Rose
/Rouge
URE Urée 0.76 URE ase Jaune Orange
/ Rose /
Rouge
ESC Esculine citrate de Fer | 0.56 Hydrolyse (Bgalactosidase) | Jaune Gris
0.072 (ESCuline) /marron
/Noir
GEL Gélatine 0.6 Hydrolyse (protéase) Pas de Diffusi
(origine bovine) (GELatine) diffusion du on du
pigment Piment
noir
PNPG 4-nitrophényl-BD- 0.22 B-galactosidase Incolore Jaune
galaactopyranoside (paranitrophényl-BD-
galactoypyranosidase)
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GLU D-glucoe 1.56 Assimilation (GLUcose) Transparence | Trouble
ARA L-arabinose 1.4 Assimilation (arabinose) Transparence | Trouble
MNE D-mannose 1.4 Assimilation (mannose) Transparence | Trouble
MAN D-mannitol 1.36 Assimilation (mannitol) Transparence | Trouble
NAG N-acétyl-glucosamine | 1.28 Assimilation (N-acétyl- Transparence | Trouble
glucosamine)
MAL D-maltose 1.4 Assimilation (maltose) Transparence | Trouble
GNT potassium gluconate 1.84 Assimilation (potassium Transparence | Trouble
gluconate)
CAP Acide caprique 0.78 Assimilation (Acide Transparence | Trouble
caprique)
ADI Acide adipique 1.12 Transparence | Trouble
Assimilation (Acide
MLT Acide malique 1.56 adipique) Transparence | Trouble
CIT Trisodium citrate 2.28 Transparence | Trouble
Assimilation (malate)
PAC Acide phénylacétique | 0.8 Assimilation (tri sodium Transparence | Trouble
citrate)
Assimilation (acide
phenylacétique)
OX Voire notice de Voire notice de
I’oxydase Cytchrome —oxydase I’oxydase
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Résultat de test d’identification de I’isolat 1 par la galerie Api 20 NE.

Test

Résultats

NO3

+

TRP

GLU

ADH

URE

ESC

GEL

PNG

GLU

4|+ |+ +

ARA

MNE

+| +

MAN

NAG

MAL

GNT

CAP

ADI

MLT

CIT

PAC

OX

j
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Résultat de test de I’identification de I’isolat 2 par la galerie Api 20 NE.

Test

Résultat

NO3

+

TRP

+

GLU

ADH
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ESC
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GLU
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Systématique des graines utilisées
Systématique de blé dur (Triticum durum).

Regne plantea (végétale)
Division Magnoliophyta
Classe Liliopsida

Ordre Cyperales

Famille Poaceae

Genre Triticum

Espéce Triticum durum
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Résumé

La rhizosphere est la région du sol, qui est caractérisée par sa richesse en micro-
organismes, et notamment en bactéries et champignons microscopiques. Les rhizobactéries ont
la capacité de produire une phytohormone essentielle a la croissance et le développement des
plantes qui est I'acide indole-3-acétique (AlA). Parmi trois isolats rhizosphériques, la meilleure
souche productrice de I’AIA est utilisée pour extraire I’AIA, la production est confirmée par
une chromatographie sur couche mince. L’extrait brute ainsi que la souche ayant le meilleur
effet sur la germination de blé, sont utilisés pour améliorer la croissance de blé dans une serre
contrfléee. Aprés 3 semaines de croissance, Aeromonas hydrophila a amélioré non
significativement la croissance de blé, alors que I’extrait brut de Pseudomonas luteola, a une
concentration de (90,45 pg/ml) d’AIA, a diminué significativement tous les parameétres de

croissance.

Une identification moléculaire et des études plus prolongées sous serre et en champ sur les
isolats, ainsi que des purifications des extraits bruts sont nécessaires pour améliorer la

productivité des résultats.

Les mots clé : Rhizobactéries, I'acide indole-3-acétique, PGPR, Pseudomonas luteola,

Aeromonas Hydrophila, Triticum durum.
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Abstract

The rhizosphere is the region of the soil, which is characterized by its richness in micro-
organisms, and in particular in bacteria and fungi. Rhizobacteria have the ability to produce
phyto-hormones essential for the growth and development of plants. The most important phyto-
hormones is the indole-3-acetic acid (AIA). Amongst three rhizosphere isolates used in this
study, the best AIA producing strain was used to extract AlA, the production was confirmed by
thin layer chromatography. The crude extract and the strain with the best effect on wheat
germination were used to improve wheat growth in a controlled greenhouse. After 3 weeks of
growth, Aeromonas hydrophila improved but not significantly wheat growth, whereas the crude
extract of Pseudomonas luteola, at concentration of (90.45 pg / ml of AlA), was significantly
decreased all measured growth parameters.

Molecular identification and longer greenhouse and field studies with bacterial isolates, as well
as purifications of crude extracts, are needed to improve the productivity of the results.

Key words: Rhizobacteria, indole-3-acetic acid, PGPR, Pseudomonas luteola, Aeromonas

Hydrophila, Triticum durum.
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