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Introduction

Introduction

Dans le sol, I"activité microbienne est intense en particulier dans la zone sous

I"influence des racines, la rhizosphére, qui contient plus d”un million de microorganismes par
gramme de sol. Les micro-organismes trouvent en effet dans ce milieu des substrats
énergétiques libérés par les racines et nécessaires a leur métabolisme : sucres, acides aminés,
acides organiques, hormones. Certains de ces micro-organismes, principalement les bactéries,
sont capables de coloniser efficacement les systemes racinaires et influencent de maniere
bénéfique la plante en stimulant sa croissance et/ou en la protégeant contre des infections par
des agents phytopathogenes. Ces bactéries de la rhizosphére sont alors reprises sous le terme
PGPR [21].
L’effet bénéfique des PGPR est exercé soit par une phytostimulation et/ou une phyto-
protection. Par le biais de la phytostimulation, ces bactéries peuvent augmenter la
biodisponibilité de certains nutriments pour la plante tels que 1’azote, le fer et le phosphate,
comme elles produisent aussi différentes phytohormones telles que les auxines, les
cytokinines et les gibbérellines. Le phénoméne de la phyto-protection est exprimé par la
réduction du niveau de certaines maladies, ces bactéries peuvent agir par antagonisme en
produisant des molécules inhibitrices des pathogénes, comme elles peuvent activer la
résistance systémique induite de type ISR des plantes, qui augmentera la résistance des
plantes a l'attaque des pathogénes, de méme, les PGPR peuvent contrbler la croissance des
pathogénes par la compétition pour les éléments nutritifs, par exemple, la compétition pour le
carbone et la compétition pour le fer dont la biodisponibilité dans le sol est tres faible [22].

L’objectif de ce travail est de réaliser un Criblage visant la sélection des bactéries promotrices
de croissance de plantes isolées de la rhizosphére de la tomate par I'utilisation de trois tests,
principalement : La mise en évidence et la quantification de 1’indole 3-acétique acide (AlA)
produit en présence de tryptophane, I’étude de I’activité antifongique des souches isolées vis-a
-vis des champignons de type Fusarium oxysporum, Fusarium solani et Aspergillus niger.

Ainsi que la mise en évidence de la solubilisation de phosphate inorganique.
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1- La rhizosphere
1-1Définition de rhizosphere

La rhizosphere (du grec rhiza, la racine et de sphére domaine d’influence), c'est-a-dire la
région du sol sous I’influence directe de la racine, ce terme a été utilisé pour la premiere fois
par Hiltner (1904) pour qualifier la zone dans laquelle de sol sous I’influence la racine des
légumineuses attire les rhizobiums du sol en prélude a 1’établissement de la symbiose; il est

pris maintenant dans une acception plus générale [1].

La rhizosphere est caractérisée par sa richesse en micro-organismes, et notamment en
bactéries et champignons microscopiques qui se nourrissent de ces composés, ainsi que des

débris issus des cellules végétales mortes.

La géométrie de la rhizosphére dépend donc de la structure du couvert végétal, des especes
considérées, de 1’age des plantes, du cortége microbien associ¢ aux racines, et des actions
racinaires considérées. Ses limites sont de ce fait difficiles a préciser. Sa limite externe se

confond insensiblement avec 1’ensemble du volume de sol colonisé par les racines des plantes

[2].

La rhizosphere est un milieu complexe et hétérogene, ou les exsudats racinaires des plantes
permettent le développement d’une flore microbienne particulicre. Elle représente un systéme
dynamique et interactif, qui dépasse la simple notion d’interface entre le sol et les plantes.
Elle est lieu privilégie d’interactions fortes entre monde végétal et monde minéral. Elle est un

condensé des processus physiques, chimiques et biologiques qui animent les sols [1].

Figure 01. La rhizosphere [3].
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Dans la rhizosphére sensu stricto il faut distinguer : 1I’endorhizosphére (intérieur de la racine),
le rhizoplan (surface racinaire) et 1’exorhizosphére ou le sol rhizosphérique (sol li¢ a la racine

par opposition au sol distant), se présentée par la Figure 1[4].

L’endorhizosphére:

Certaines bactéries vivent au contact direct de la racine, voire méme pénetrent dans les
tissus rhizodermiques et corticaux, sans pour autant étre parasites ou prédatrices. Ceci

souligne le fait que I’interface entre la racine et la microflore s’étend a I’intérieur de la

racine [1].
Le rhizoplan

Le «rhizoplan» (RP), selon Clark (1949) désigne la surface racinaire et les bactéries qui y

sont fortement adhérées.

L’ectorhézosphere

Le «sol rhizosphérique» (SR) d'aprés Hiltner (1904) est défini comme «la fraction de sol

sous l'influence des racines», excluant donc toute présence de ces derniéres.

Rhizosphere

£ -
e * __Rhizoplane

. T ey >
XU -

- Root
hair

Vascular
Tissue

Figure 02. Structure Schématique de la rhizosphere [5].

1-2- Le rodle de la rhizospheére

» La rhizosphére joue un role essentiel dans les processus de phytoremédiation [6].


http://fr.wikipedia.org/wiki/Phytorem%C3%A9diation
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>

la rhizosphére rendue compte de la stimulation de la croissance et de D’activité des
communautés microbiennes autour des racines [3].

La rhizosphere est le siege de processus physiques et chimiques spécifiques liés a
I’alimentation hydrique et minérale des plantes [7].

La rhizosphere est apparue comme le lieu privilégié¢ des échanges de maticre et d’énergie
entre les plantes et le sol, un passage obligé de tous les éléments minéraux depuis le sol
vers les plantes, et un lieu d’interactions fortes entre les plantes et les micro-organismes de
sol [7].

La rhizosphere est une région du sol riche en gaz carbonique et pauvre en oxygene
dissous, la rhizosphere est de ce fait un site réducteur, ou se développer une activité
dénitrifiant, réduisant 1’ion nitrate en oxyde d’azote, voir en ammoniaque [7].

Dans la rhizosphére la synthése de phosphatase meéne a une augmentation de la
disponibilité du phosphore, et en contre partie son assimilation par les plantes [2].

La rhizosphere est une niche écologique qui éveille et stimule diverses activités
microbiennes, en participant ainsi, au fonctionnement des cycles des nutriments
majeurs et des oligoéléments comme le carbone, 1’azote, le phosphore, le fer, etc [7].

La rhizosphére joue un réle singulier dans la régulation de la santé et de la nutrition des

plantes, en lien avec la nature des exsudats racinaires [2].

1-3- Facteurs déterminant la richesse et I'activité de la rhizosphére

>

>

>

D'une fagon générale, 1’activité microbienne dans la rhizosphere est régie par:

des facteurs de I’environnement climatique, notamment humidité¢ de 1’air, température,
radiation solaire, teneur en COa.

des facteurs de I’environnement édaphique, notamment : teneur du sol en eau et en
oxygene, température du sol, teneur du sol en éléments assimilables par les plantes,
présence de composés phytotoxiques.

des échanges de « molécules signal entre les racines des plantes et les microorganismes qui
leur sont associés» (champignons, bactéries, cyanobactéries...). Les signaux
rhizosphériques influent sur l'expression génique (« épigénétique »). lls sont souvent
« phytobénéfiques » en améliorant par exemple 1’architecture, la croissance et le

fonctionnement du systéme racinaire [7].


http://fr.wikipedia.org/wiki/%C3%89pig%C3%A9n%C3%A9tique
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1-4- Rhizodéposition et Exsudats
1-4-1- La rhizodéposition

Un processus majeur dans la rhizosphére consiste en la rhizodéposition des composés
carbonés par les racines. Ce terme "rhizodéposition" est proposé pour la premiere fois par
Shamoot, (1968) pour décrire la matiére organique d'origine racinaire retrouvée dans le sol.
La rhizodéposition correspond donc au transfert de carbone des racines vivantes des plantes
vers le sol. Ce phénomene recouvre la production des cellules de la coiffe racinaire, la

sécréetion de mucilage et la diffusion passive [2].

Il est estimé que 40 % du C assimilé par les plantes au cours de la photosynthese est alloué au
compartiment souterrain, avec des variations importantes suivant les espéces végétales et leur
environnement. Un tiers de ce C permet I’¢laboration de la biomasse racinaire, un second tiers
est respiré par les racines, alors qu’un dernier tiers correspond a la rhizodéposition qui

constitue une source d’énergie essentielle pour les microorganismes du sol [8].
1-4-2- Les exsudats

Les exsudats sont des composes hydrosolubles de faible poids moléculaire tels que les
sucres, les acides amineés, les acides organiques, les phytosidérophores, les flavonoides, les
hormones et les vitamines. Ils sortent de la racine en suivant le gradient de concentration entre
le cytosol de la racine et la solution du sol. La part des exsudats est la plus importante dans la

rhizodéposition [9].

Les exsudats racinaires permettent le développement d’une flore symbiotique qui assure une
bonne croissance aux plantes, en produisant de substances bénéfiques a la croissance comme

les phytohormones et des antibiotiques assurant la protection contre des phytopathogénes [3].

2- La flore de la rhizosphére

2-1-Définition

La flore rhizosphérique est constituée principalement d’une microflore trés hétérogene, en
fait, plusieurs études ont montré une densité et une activité microbienne trés intense a
proximité des racines des plantes. Elle est constituée d’un grand nombre d’espéce qui sont

parfois difficiles a observer et surtout a isoler. Elle comprend des bactéries, des champignons,


http://fr.wikipedia.org/wiki/Champignon
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des protozoaires, des algues, des virus, mais les bactéries sont les représentants les plus

importants quantitativement [3].

La composition de la microflore rhizosphérique est contrdlée par le génome de la plante, car
cette composition est favorisée par les exsudats racinaires, qui different selon les familles et

les especes des plantes [3].
2-2- Les types de la flore
2-2-1- Les algues

Leur chlorophylle les rend autotrophes, sont surtout présentes sur la surface du sol ou dans
ses deux ou trois premiers centimétres du sol. 1l leur faut, en effet, pour la photosynthese,
recevoir un minimum d'éclairage. Certaines algues hétérotrophes (Euglénes) peuvent vivre
plus profondément. Beaucoup de ces algues sont entourées d'une couche mucilagineuse qui

abrite de nombreuses bactéries [8].
2-2-2-Les actinomyceétes

Ce sont des bactéries filamenteuses, et qui participent principalement dans la protection

des plantes contre les différents agresseurs [10].
2-2-3-Les protozoaires

Les protozoaires sont particulierement abondants dans les premiers dix centimétres du sol.
IIs sont d'autant plus nombreux que les sols sont humides et riches en matiéres organiques (3 a
400 kg a I'nectare, soit 1 a 2 millions par gramme de terre. Les protozoaires comportent
surtout des consommateurs de bactéries ou des prédateurs d'autres protozoaires (amibes,
amibes a theque, flagellés, ciliés). Les protozoaires sont des acteurs essentiels dans la

régulation des flores bactériennes dont ils assurent surtout le rajeunissement des populations

[8].
2-2-4- La flore de décomposition

Elle prolifere pres de toute matiere organique inerte (cadavres d’animaux, débris végétales)
enfouie” dans le sol frais et la décompose pour produire, par une série de reactions chimiques
complexe, de I’humus. L’action de la flore de décomposition peut étre résumée par la figure
3.


http://fr.wikipedia.org/wiki/Protozoaire
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Figure 03. La flore de décomposition [11].

2-2-5- La flore de minéralisation

Elle est présente dans la rhizosphére, ¢’est -a- dire a la surface des radicelles des plantes en
croissance ou en germination. Celles-ci ont besoin d’ions nitrate NO3™ pour se développer. La

flore de minéralisation en fournit par la transformation lente de I’humus selon la figure 4.

bacréries de
ammonification

NOLIVSTTVYININ 20
O

bactéries de
la nitrosation

bactéries de
la nitrification

NO;

MRV ONSNT N

Figure 04. La flore de minéralisation [11].

2-2-6- Les bactéries fixatrices d’azote atmosphérique

Certaines bactéries ont la capacité de transformer I’azote atmosphérique (inutilisables pour
les plantes) en ions ammonium ou en nitrates. Les bactéries du genre Rhizobium ne peuvent

effectuer cette transformation qu’associées a une plante de la famille des légumineuses.
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Elles pénétrent dans sa racine et la plante réagit en produisant une excroissance de tissu plus
ou moins sphérique : ce sont les nodosités renfermant les bactéries. Leur activité permettra de

transformer 1’azote en ions ammonium ou (et) nitrate assimilables par les végétales.

Certaines bactéries appartenant aux genres Azotobacter, Bacillus, Clostridium, Enterobacter
peuvent, quant a elles, fixer 1’azote atmosphérique de facon autonome (sans dépendre de

I’association avec une plante) [11].
2-3- Les facteurs favorisant la flore de rhizospheére

» I’aération: la plupart des micro-organismes utiles ont besoin d’air, donc ils sont aérobies.
» I'humidité (méme niveau pour les racines que pour les micro-organismes). Elle doit étre en
moyenne de 18 a 20 %.
» la température: - activité nulle a 0°C.
- moyenne a 10 - 15°C.
- optimale a 30°C.
> le pH (optimum de 6 & 7.5) : voisin de la neutralité. Si trop acide :destruction de la flore.
> la présence de calcium échangeable (pour neutraliser les acides organiques formés lors de
I'activité microbienne).
> la quantité de matiéres organiques: un apport stimule la flore du sol mais une quantité
élevée peut-étre un signe de mauvaise la décomposition.
» la présence de la faune.
» enfin, le mode d’exploitation peut plus ou moins favoriser 1’activité de la flore (et de la

faune) du sol [11].
3- La faune du sol
3-1- Définition

La faune du sol est représentée par de nombreux taxons, comprenant eux — méme des
centaines, voire des milliers d’espéces, Cela représente donc une source de biodiversité non

négligeable qu’il convient de connaitre pour mieux la gérer [8].

La faune du sol est trés variée. La plupart de ses représentants sont des animaux

microscopiques (quelques dixiemes de millimetres).



Chapitre I : La rhizosphere

Figure 05. La faune du sol [5].

En fonction de la taille des especes, il existe plusieurs classes de la faune: macrofaune ,

mésofaune ou microfaune.

La microfaune : (< 0.2mm) regroupe les principalement des micro-organismes ayant besoin
d’eau liquide pour vivre. On trouve des protozoaires, grande consommateur des bactéries, ils
induisent le maintien de la jeunesse des populations de bactéries, celle-ci devant se reproduire
pour pallies a cette prédation. On peut observer des métazoaires [12].

La mésofaune : (0,2 mm a 4 mm) rassemble les microarthropodes: Acariens et Collemboles
grouillent dans le sol, a raison de plusieurs milliers par métre carré. Pseudoscorpions,
Protoures, Diploures et petits Myriapodes vivent également dans le sol. Chez les vers, de
grands Nématodes et les Enchytréides entrent dans cette catégorie [12].

La macrofaune : (4 mm a 80 mm) est composée des animaux comme les vers de terre , des
larves d'insectes, des insectes qui habitent le sol toute leur vie comme les Fourmis ou certains
Carabes, des Cloportes, des Myriapodes, des Limaces et Escargots, des Araignées et Opilions
[13].

La mégafaune :(80 mm a 1.60 m) est constitue par des reptiles, des petits mammiferes et des
amphibiens. Ils interviennent dans la dynamique du sol par le brassage qu’ils provoquent sur

leur passage [12].
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3-2- Réles généraux de la faune
3-2-1- Role physique

Cinq effet mécaniques majeurs de la faune du sol on été mis en eévidence:
le macrobrassage, le microbrassage, la formation des galeries, la fragmentation, la formation

d’agrégats [1].
3-2-2- Rodle chimique
3-2-2-1- Les effets chimiques directs

La faune agit sur la composition chimique du sol également par ses excréta qui, en Six

mois, produiraient un flux d’azote équivalent a celui exporté par la fenaison [1].
3-2-2-2- Les effets chimiques indirects

Parmi les effets chimiques indirects de la faune du sol, celui des protozoaires est
important. Ils sont capables de minéraliser I’azote, le phosphore et le soufre a partir de leur
nourriture, c’est a dire des bactéries qu’ils consomment en quantités considérables. Les
amibes prédatrices augmentent ainsi la quantité de nitrate directement utilisable par la plante

dans la rhizosphére [1].
3-2-3- Réle biologique

Il regne dans le sol un équilibre complexe et dynamique entre les différents compartiments
des réseaux alimentaire. Cet équilibre est régi d’une part par les conditions physico-chimiques

du milieu, de I’autre par les facteurs biotiques (les interactions entre les étre vivants) [1].
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Figure 06. Quelques représentants de la faune du sol [1].
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4- Les différentes interactions dans la rhizosphére

4-1- Interaction microorganisme- microorganisme

Il existe différentes interactions dans la rhizosphere (mutualisme, compétition, symbiose,
parasitisme, prédation), qui constituent le moteur des différents processus qui se déroulent

entre les microorganismes et les plantes [8].
4-1-1- Mutualisme

Le mutualisme ou symbiose est une association mutuellement avantageuse aux
microorganismes partenaires, exemple : de Proteris vulgaris qui a besoin de biotine, mais qui

synthétise I'acide nicotinique requis par Bacillus polymyxa qui le transforme en biotine [2].
4-1-2- Compétition

La compétition entre deux ou plusieurs microorganismes concerne soit les éléments
nutritifs, l'espace ou les autres facteurs environnementaux qui deviennent limitatifs pour la
croissance. L'effet sélectif des exsudats racinaires sur la microflore serait le résultat de la
compétition qui oppose des souches a croissance lente et des souches a croissance rapide, ces

dernieres sont particuliérement favorisées dans la rhizosphére [2].
4-1-3- Commensalisme

Définit une interaction bénéfique pour I’un des partenaires et qui n’est ni avantageuse ni

défavorable pour le second [14].
4-1-4- Parasitisme

C’est une relation biologique symbiotique dont un des protagonistes (le parasite) tire profit
(en se nourrissant, en s'abritant ou en se reproduisant) aux dépens d’un hote. Les organismes

qui ne sont pas des parasites sont qualifiés de « libres » [3].
4-1-5- Antagonisme

En écologie, le terme d'antagonisme désigne une inhibition ou une action défavorable d'un
organisme vis-a-vis d'un autre a l'intérieur d'une population microbienne mixte.

L'antagonisme se manifeste généralement soit par une compétition (soit les éléments nutritifs,
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I'espace ou les autres facteurs environnementaux), un hyperparasitisme, une production de

sidérophores ou par une antibiose [15].
Parfois I’interaction est pénalisante pour un partenaire et est sans effet sur le second [14].
4-1-6- Symbiose

Plus que d’autre processus, le fonctionnent de symbiose repose sur 1’interaction étroite
entre les trois composantes que sont le sol, les micro-organismes du sol et la plante. Le sol
détermine les conditions physico-chimiques, dont certaines sont indispensables a

1’établissement de la symbiose.

La symbiose entre bactéries de la famille des rhizobiacées (Rhizobium, Bradyrhizobium,
Azorhizobium) et les plantes de la famille des fabacées, anciennement familles des
Légumineuses est la plus connue et la étudié. Cette association forme des nodosités sur des
racines. Certaines bactéries du genre  Rhizobium ont la propriét¢ de fixer 1’azote
atmospherique. La plante fournit le gite, sous forme de la nodosité, et le couvert, sous forme
de sucre et d’acides aminés. En fixant I’azote, La bactérie fournit a la plante un nutriment qui

favorise sa croissance dans la plupart des sols non cultivés.

La symbiose rhizobia-légumineuse a été utilisée dans les systemes de rotation de cultures pour
augmenter la fertilité du sol bien avant 1’identification des rhizobia par Hellriegl et Wilfarth
en 1888 [7].

4-2- Interactions microorganisme —plante
4-2-1- Induction de la croissance des plantes
4-2-1-1- Les champignons bénéfiques ou les PGPF

Des champignons appelés PGPF ‘¢ Plant Growth-Promoting Fungi’’ peuvent stimuler les
défenses de la plante et présenter une activité antagoniste envers différents phytopathogénes,
tout en stimulant directement la croissance de la plante. Ils peuvent étre des champignons
filamenteux voire méme des levures également appelées PGPY ‘“ Plant Growth-Promoting
Yeasts’’ [16].
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4-2-1-2- Les bactéries promotrices la croissance des plantes

Les bactéries associées aux racines peuvent agir fortement sur la nutrition de la plante
grace a des nombreux mécanismes impliqués dans les relations mutualistes ; tel est le cas des
PGPR.

Les PGPR agissent sur la croissance et le développement du végétal a deux niveaux :

» par voie indirecte, par réduction du nombre des phytopathogenes ou en prévention de leur
développement.

» par voie directe, par I’augmentation de la biomasse végétale et du prélévement des
nutriments grace a la production d’hormones de croissance végétale (AlA, gibbérelline, ou
cytokinine), la solubilisation du phosphore, la production de sidérophores, d’enzymes

spécifiques ou la fixation de 1’azote atmosphérique [17].
4-3- Interactions champignons — plantes

Les champignons sont des microorganismes parasites des végétaux dont les dimensions des
spores se situent entre 10-100 microns. Elles sont caractérisées par un mycélium, formé de

filaments nommeés hyphes, Les grands groupes de champignons sont :
4-3-1- Archimycétes

IIs sont tres primitifs, liés a la présence d’eau, car les zoospores flagellées ne se trouvent

que dans la terre [18].
4-3-2- Phycomycetes

Les Phycomyceétes possédent un mycélium bien développé mais pas cloisonné. Parmi les

principaux parasites obligatoires des plantes cultivées, on compte de nombreux Phycomyceétes

- Peronospora, mildiou du tabac, du chou.
- Plasmopara, mildiou de la vigne.

- Bremia, mildiou de la laitue [18].
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4-3-3- Ascomycetes

IIs possédent un mycélium cloisonné. Parmi les principaux parasites, citons :

- Lesoidiums

- Erysiphe, oidiums des céréales.

- Unicinula, oidiums. de la vigne.

- Podosphaera, oidiums du pommier.

- Tous parasites obligatoires [18].
4-3-4- Basidiomycete

On compte parmi les Basidiomycéte les rouilles, les charbons et les caries ainsi que les
champignons a chapeau [18].

4-3-5- Mycorhizes

Les mycorhizes (du grec myco ou «champignon » et rhiza ou «racines ») sont des
champignons symbiotiques associés aux racines de 90 % d’espéces de plantes. La symbiose
est mutualiste car chacun des partenaires tire parti de cette association qui existe depuis

400 millions d’années, constituant ainsi un des plus vieux partenariats bénéfiques [18].

Les Mycorhizes sont fréquents dans la nature. Cette association est bénéfique pour la plante a

plusieurs titres :

- Elle accroit la longévité des racines nourricieres.

- Elle facilite I’absorption des nutriments.

- Elle augmente I’absorption spécifique des ions.

- Dans certaines cas, elle augmente la résistance des plantes aux pathogenes [14].

Le champignon assure alors une continuité biophysique entre le systéeme racinaire de la
plante et le sol, cette association symbiotique mycorhizienne consiste en association d’un

champignon avec une plante- hote. On distingue plusieurs grands types d’association [7].

Les plantes mycorhiziennes sont tres souvent résistantes aux différents stress du milieu,
comme la transplantation, les maladies, la sécheresse, la salinité et un environnement toxique

(par la présence de métaux lourds, d’hydrocarbures, etc.). Ces effets sont dus a I’amélioration
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de l’acquisition d’eau et d’éléments nutritifs ainsi qu’a [’interaction avec d’autres

microorganismes bénéfiques.
Ectomycorhizes

Ecto traduit le fait que les hyphes mycéliens progressent strictement entre les cellules du
cortex racinaire [19].

Les ectomycorrhizes : sont des champignons qui forment des associations principalement
avec des coniferes (pin, épinette, etc.) dans des écosystemes forestiers. Le nom
d’Ectomycorhizes vient du fait que les champignons forment certaines structures
caractéristiques comme le manchon qui change la morphologie des racines des plantes hotes.
Ces champignons sont les plus faciles a détecter vu la production de carpophores, les
champignons qu’on voit traditionnellement lors d’une promenade en forét ou lors de nos

achats a I’épicerie (morilles, truffes, etc.) [14].

Le champignon occupe les espéces intercellulaires de 1’épiderme et la région corticale mais

ne se développe jamais dans les cellules des racines [14].

Dans la Symbiose ectomycorhizienne les hyphes fongiques forment a la surface de la racine

un feutrage dense, appelé manteau mycorhizien. Coteé sol les hyphes de la racine [8].

Figure 07. Ectomycorhizes [8].
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Endomycorhizes

Endo fait référence au fait que les hyphes franchissent les parois et « repoussent » la
membrane plasmique des cellules hétes, sans pour autant pénétrer le protoplaste [19]. Les
associations endomycorhiziennes sont caractérisées par un envahissement important des
cellules corticales par des hyphes de champignons qui s’étendent a I’extérieur des racines.
Cette interaction plante/ champignons se retrouve chez des plantes comme les orchidées et les
azalees. Le champignon forme des structures intracellulaires appelées vésicules ou arbuscules
dont est tiré le nom de mycorhize vésiculo-arbusculaire. Les champignons impliqués dans ces

relations sont difficiles ou impossibles a cultiver indépendamment de la plante [18].

Ces champignons sont abondants, mais ils sont difficiles a observer par leur taille, on utilise

une technique de coloration spéciale pour pouvoir les observer sous microscope [9].

Figure 08. Mycorhizes arbusculaires [20].
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1- Bacteries promotrices de croissance des plantes

Les PGPR, abréviation de Plant Growth Promoting Rhizobacteria, est le terme générique
qui décrit les bactéries de la rhizosphére bénéfiques a la croissance et a la santé des plantes.
On distingue deux grands groupes de PGPR : Les phytostimulatrices et les Phytoprotectrices
[22].

Les PGPR phytostimulatrices : Elles influencent la croissance des plantes par :

» En améliorant la biodisponibilité¢ de certains nutriments par la fixation de I'azote
atmosphérique, ou par solubilisation du phosphate.

» En synthétisant des phytohormones comme des auxines, cytokinines, gibbérellines.

» En modulant le développement des plantes, grace a une activité 1-aminocyclopropane-1-
carboxylate (ACC) désaminase, qui va entrainer une élongation racinaire.

» En facilitant la mise en place ou le fonctionnement des symbioses mutualistes entre les

racines et les bactéries fixatrices d'azote ou les champignons mycorhiziens [22].

Les PGPR phytoprotectrices : Elles favorisent la croissance des plantes en réduisant le

niveau de certaines maladies. Pour cela, elles peuvent agir :

» Par antagonisme en produisant des antibiotiques déléteres pour les pathogenes.

» Par interférence avec des signaux, en détruisant les molécules signal des pathogeénes.

» En activant la résistance systémique induite de type ISR des plantes, qui augmentera la
résistance plantes a l'attaque des pathogenes.

» En contrélant la croissance des pathogénes par la compétition pour les éléments nutritifs,
comme par exemple, la compétition pour le carbone et la compétition pour le fer dont la

biodisponibilité dans le sol est trés faible [22].
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2- Les grands types des Bactéries promotrices de croissance des plantes

2-1- Les actinomycetes
2-1-1-Définition

Actinomyceétes du grec akitino, mycétes « champignons » ou champignons rayonnant [23].
Les actinomycetes constituent I’ordre des actinomycetales Ce sont des bactéries
filamenteuses, septes, ramifiées, prenant généralement le Gram positif, possédant un
coefficient de chargaff (GC%) compris entre 60-70%. La plupart d’entre eux sont toujours
immobiles, leur croissance est lente avec un temps de génération de 2 a 3 heures, ils croissent
en I’espace de quelques jours a quelques semaines. lls sont abondamment distribués dans la
nature. Les actinomycetes sont importants en raison surtout de leur r6le dans la fertilisation
des sols, synthése de composés complexes comme les antibiotiques, les vitamines, les stérols,
et aussi participent activement a I'humification en s'attaquant a la lignine ect, certains

actinomycetes (Francia) vivent en symbiose avec diverses espéces végeétales dont l'aulne [24].

En générale, les actinomycetes sont des hétérotrophes, mais plusieurs espéces sont capables
aussi de croissance chimioautotrophe. Et aussi moins nombreux que les autres bactéries mais

plus nombreux que les champignons [24].
2-1-2- Propriétés générales des actinomycetes
2-1-2-1- Morphologie

Morphologiquement, les actinomycetes peuvent étre classés en deux groupes. Le premier
se compose d'organismes qui ne présentent pas de caractéristigues morphologiques
particulieres et forment seulement une masse de filaments ramifiés (mycélium). Le second:

comprend les organismes qui sont morphologiquement plus complexes que le premier [25].

Les colonies formées par les actinomycetes sur des milieux solides présentent différents

aspects macroscopiques qui peuvent étre regroupés en trois types :

» des colonies poudreuses habituellement couvertes d'hyphes aériens fermement attachés au
milieu

» des colonies pateuses rugueuses ou lisses qui peuvent étre facilement détachées des

milieux solides.
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» des colonies exemptes de mycélium de substrat et se composent d'hyphes aériens attachés

au milieu par des crampons.

Les différents genres d’actinomycétes peuvent sporuler soit en morcelant certaines hyphes
pour former des conidies, un peu plus résistantes aux conditions hostiles que les hyphes, soit
en produisant des endospores(Thermoactinomyces) hautement résistantes a la chaleur et
autres adversites. Ces endospores sont semblables a celles des Bacillus .D’autres genres
d’actinomyceétes sporulent en produisant des sporanges qui peuvent contenir des spores
mobiles a 1’aide de flagelles(Actinoplanes) ou des spores immobiles tel que le genre

Streptosporangium [26].
2-1-2-2 -Physiologie

Les actinomycétes sont des bactéries a coloration de Gram positive, généralement aérobies
a métabolisme oxydatif, plus rarement anaérobies a métabolisme fermentatif. Organismes
hétérotrophes, mais plusieurs especes sont capables aussi de croissance chimio-autotrophique.
Certaines ont des exigences nutritionnelles telles que les vitamines et certains acides aminés.
Il s colonisent fréquemment les substrats insolubles tel que le charbon par pénétration
mécanique de la matrice et peuvent dégrader les protéines, la cellulose et d’autres maticres

organiques comme la paraffine et les résidus des plantes dans le sol [27].
2-1-2-3- Ecologie

Les actinomyceétes sont trés répandus dans la nature. Ils sont plus fréquents dans le sol et
dans le compost végétal, et se retrouvent également dans les fumiers, au fond des lacs et des
rivieres, dans les produits alimentaires, ou ils peuvent causer leur détérioration, et dans 1 air.
Les actinomycetes ont été isolés de I'eau de mer et de la boue du fond de la mer, bien que la
mer ne semble pas étre un habitat favorable pour eux. Certaines espéces d'Actinomycétes et

de Nocardia, sont des parasites des plantes et des animaux [22].

Certaines espéces d’actinomyceétes semblent préférer certains habitats par rapport a d’autres,

quelques exemples sont représentés dans le tableau N°3 :

19



Chapitre II : Les rhizobactéries

Tableau N° 1. Habitats de certains actinomycetes [28].

Actinomycétes Habitats

Actinoplanes I'eau douce, la litiere végétale, le sol.
Frankia les nodules racinaires des non-légumineuses
Micromonospora I'eau douce, les sédiments, les sols humides
Nocardia amarae les boues activées

Rhodococcus coprophilus les déjections animales, I'eau, le sol
Saccharopolyspora rectivirgula moisi du foin.

Streptomyces le sol, la litiére végétale, I'eau
Thermoactinomyces le compost

2-2-Pseudomonas
2-2-1-Définition

Le genre Pseudomonas est découvert en 1894 par Migula, ce sont des bactéries ubiquistes
particulierement abondantes dans les sols, les eaux, et souvent pathogénes des animaux et des

végétaux [18].

Le genre Pseudomonas est le mieux étudie et caractérisé de tout le groupe. Il est tres répandu
dans la nature. Plusieurs especes résident dans le sol, dans 1’eau et sur des surfaces comme a
peau humaine. Les membres du genre Pseudomonas montrant une grande adaptabilité
nutritionnelle. En raison de cette capacité d’adaptabilité nutritionnelle, les espéces
Pseudomonas sont trés importantes pour la dégradation des composée organiques dans le sol
et dans environnements aquatiques. Certain especes de Pseudomonas sont des pathogenes des

plantes comme Pseudomonas syingae [14].

Elles possédent aussi une grande tolérance dans les gammes de température environnant bien
gu'ayant une température optimale de croissance située entre 30 et 35 °C (mésophile ), elles
sont capables de se développer a des températures entre 4 et 42 °C en ralentissant leur
métabolisme . Leur croissance n'est donc pas totalement entravée par les locaux réfrigérés et

les incubateurs [29].
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Figure 09. Représentation schématique de Pseudomonas [11].

2-2-2- Habitat

Ces bactéries, largement répandues dans I'environnement, vivent dans le sol et I'eau. Elles
se retrouvent sur les plantes, dans les matiéres organiques non vivantes (denrées alimentaires),

entrainant, parfois, leur altération organoleptique .

Elles occupent des niches écologiques variées, mais se retrouvent plus particulierement dans
les milieux humides tels que les eaux douces, les eaux de mer, les eaux thermales. Elles se
retrouvent en plus petite quantité dans les eaux riches en matieres organiques (en particulier
les eaux stagnantes), elles se développent sur tous les milieux usuels, méme les plus simples.
Elles sont alcalinophiles [29].

2-2-3- Classification

Reégne : Bacteria.

Division : Proteobacteria.
Classe : Gammaproteobacteria.
Ordre : Pseudomonadales.

Famille : Pseudomonadaceae. [12].

2-2-4- Caractéristique
» ce sont des bactéries batonnet droite [11].

» Un ou deux flagelle, conditionné mobilité [29].
» Peu exigeantes, cultivant a 30 °C [29].
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» Résistance de I’antibiotique [29].

» dépourvus de spores et de capsules [29].

» Aérobic obligatoire, Fluorescent, Gram-négative, mobiles et a sporulées [29].

» Elles ont un métabolisme mésophile et chimio-organothrophe oxydatif [30].

» Lataille 0,5a 1 um de diametre sur 1,5 a 5um de long [29].

» leur capacité a coloniser les racines et a y maintenir une forte densité de population est
remarquable [31].

> De plus, elles sont tres faciles & isoler et a cultiver au laboratoire et se prétent aisément aux

manipulations génétiques [32].

2-2-5- Quelques Espéces appartenant au genre Pseudomonas

Pseudomonas asplenii, Pseudomonas aurantiaca, Pseudomonas avellanae, Pseudomonas
azotifigens, Pseudomonas azotoformans, Pseudomonas balearica, Pseudomonas beijerinckii,

Pseudomonas beteli, Pseudomonas boreopolis[29].
2-3- Les rhizobia
2-3-1- Définition

Les rhizobia sont des bactéries du sol, appartenant aux genres rhizobium, bradyahribium,
sinorrhizobium, allorhizobium, mesorhizobium, Azorhizobium, sont communément connues
pour leur importance environnementale et agriculturale et surtout leur effective implication
I’azote atmosphérique [33]. Rhizobium SS. Peut vivre librement ou en association

symbiotique fixatrice d’azote avec des plantes légumineuses [16].
2-3-2- Habitat

L’habitat naturel de rhizobium s’est étendu aux tissus racinaires des plantes non
Iégumineuses et notamment des graminées. Ainsi, plusieurs souches rhizobiales appartenant a
ces différents genres, ont été isolées des racines de différentes plantes telles le mais et la
salade [34].

2-3-3-Caractéristique
» Sont des bactéries : aérobies, Gram négatif, Mobiles [35].

» Produisent de grandes quantites de dépots visqueux extracellulaires [36].
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» Métabolisent le glucose par la voie d’Enter —Doudoroff [36].

» Fixent N2 en condition microaérophiles [36].

» Certaines espéces croissent comme des chimioautotrophes pour H [36].

» Induisent la formation de nodosités racinaires avec les plantes légumineuses [33].

» Capable de se développer en milieu libre sur substrats organiques mais sans assimiler N2
[34].

» Non sporulant [33].

» Les nodules ne sont pas toujours portés par les racines [34].

2-4- Azotobacter
2-4-1-Définition

Est un genre de bactéries appartenant a la classe des Gammaproteobacteria . Les cellules
sont ovoides et relativement larges (2 a 4 um, jusqu'a 6 um). Ces bactéries sont des aérobies
stricts, hétérotrophes et présentent la capacité de fixer 1’azote atmosphérique. En 1’absence
de nourriture, la cellule peut s’entourer d’une enveloppe épaisse résistant a la sécheresse :
cyste ou kyste. Ceux-ci sont remplis de poly-B-hydroxybutyrates (PHB) qui sont utilisés par

les bactéries en cas de stress environnementaux comme source de stockage d’énergie [37].
2-4-2-Habitat

Les Azotobacter peuvent étre isolés du sol et de I’eau. Dans le sol, ces bactéries sont
présentes en quantité importante au niveau de la rhizosphére , a proximité des racines des
plantes [37].

Figure 10. Représentation schématique de 1’azotobacter [22].
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2-5- Bacillus
2-5-1- Définition

Les Bacillus forment un genre de bactéries a gram positif , appartenant a la famille des
bacillacees (Bacillaceae), I’ordre des bacillales (Bacillales), la classe des bacilles (Bacillus),
le phyllum des firmicutes (Firmicutes ), de forme bacilles, les dimensions de ces bactéries
sont variables ; elles peuvent aller de (0.5 x 1.2 um) a (2.5 x 10 um). Elles sont aérobies ou
aéro-anaérobies facultatives, et tirent leur énergie par respiration ou fermentation. Ces
bactéries sont capables de produire des endospores leur permettant de résister a des
conditions environnementales défavorables. Celles-ci donneront naissance a de nouvelles

bactéries en cas de conditions favorables [38].

Les Bacillus sont hétérotrophes, saprophytes et ubiquitaires. Elles sont fréquemment
retrouvées dans le sol ou certaines especes ont un réle dans le cycle du carbone et de I'azote.

On peut trouver des Bacillus dans des denrées alimentaires [38].

Figure 11. Représentation schématique du genre Bacillus [14].
2-5-2-Habitat

Les Bacillus sont des germes de I'environnement dont I'habitat principal est le sol ou ils
joueraient un role dans les cycles du carbone et de l'azote. Les diverses espéces peuvent
occuper des niches écologiques trés variées (I'eau de mer, I'eau douce et les plantes), certaines
espéces sont psychrophiles (croissance a 3 °C) d’autres thermophiles (croissance a 75 °C),
d’autres acidophiles (pH 2) et d’autres alcalinophiles (pH 10) [39].
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2-5-3- Caractéristiques

» Les especes du genre Bacillus sont des bacilles rectilignes, a extrémités carrées ou
arrondies, de taille variable (de 0,5 x 1,2 um jusqu’a 2,5 x 10 um) [39].

» sporulés, a Gram positif, généralement mobiles, mais la mobilité est variable selon les
souches, capsulés et aérobie [39].

» La plupart des espéces donne des colonies d’un diamétre variable selon la quantité de
nutriments disponibles [39].

» Certaines espéces produisent des pigments lorsqu’elles sont cultivées sur des milieux
particuliers (pigment rouge pour Bacillus cereus, pigment jaune pour Bacillus fastidiosus,
rose pour Bacillus sphaericus, jaune, orange, brun ou rose pour Bacillus subtilis, ...) [38].

» Bacteéries petites taille, Aérobie obligatoire, Forment des endospore, Producteur de

granmicidine [39].

» Production de divers antibiotiques et enzymes hydrolytiques [40].

» Protection contre les champignons et les bactéries pathogenes [40].
2-5-4- Classification

La classification la plus utilisée se fonde sur la forme de la spore et distingue 3 groupes :
» Bacillus a spore ovale non déformante
» Bacillus a spore ovale déformante

» Bacillus a spore ronde déformante [39].

3- Les différents facteurs influence dans la croissance des plantes

3-1- Les hormones végétales
3-1-1- Définition

Les hormones végétales (ou phytohormones) sont des substances de croissance circulant a
I’intérieur de la plante et agissant a trés faibles doses sur de nombreuses fonctions : dormance,
germination, croissance, floraison, fructification [41]. La plupart des phytohormones sont

dans les cellules, sous formes libres en équilibre avec des formes conjuguées [38].
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3-1- 2- Les principaux groupes d’hormones
3-1-2-1- L’auxine
A- Définition

L’auxine a été la premiére hormone végétale identifies, dans les années 1920 [42]. Elle
est synthétisée au niveau des bourgeons apicaux, puis transportée par les tissus vivants
jusqu’aux racines ou elle s’accumule. Elle agit sur 1’¢longation des cellules, stimule les
mitoses des méristemes secondaires et le développement du péricarpe des fruits. En
agriculture, les auxines de synthése (AIA, AIB, ANA, 2,4-D) sont utilisées principalement

comme désherbants et comme hormones de bouturage [42].
B- Réle

» Favorise la croissance (élongation des cellules) [42].

» Inhibe la croissance des bourgeons latéraux (dormance apicale) [42].

» Empéche la chute des feuilles et des fruits [42].

» Peut contrdler I’abscission des fruits [36].

» Elongation des racines et dans la prolifération des poils absorbants [43].

» Développement des tiges et des racines : croissance des bourgeons auxiliaires [36].

» Développement des fleurs et des fruits [36].
3-1-2-2- Les gibbérellines
A- Définition

Sont produites a la fois par les champignons et les plantes supérieures, le seul groupe
d’hormone végétale qui peut étre caractérisées par leur structure chimique plutét que par leur
activité biologique. Les gibbérellines appartiennent a une grande famille chimique dont la
structure de base est I’entkaurene. Elles stimulent I’allongement des tiges, la croissance des
feuilles et des fruits, et levent la dormance des semences et des bourgeons [42]. Les
gibbérellines présentent des formes conjuguées (souvent avec du glucose), qui constituent des
réserves temporaires constatées dans différents organes : graines de Haricot, de Tomate, de
Céréale [41].
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Les gibbérellines artificielles sont utilisées pour obtenir des fruits sans fécondation, pour
provoquer 1’induction florale ou encore pour lever la dormance de certaines graines. Des
inhibiteurs de gibbérellines (antigibbérellines) sont utilisés pour réduire 1’allongement des

cellules et donc la vitesse de croissance [42].
B- Réle

» favorisent la croissance (élongation des cellules et stimulation des divisions cellulaires)
[42].
» levent la dormance des bourgeons et des graines [42].

3-1-2-3- Les cytokinines
A- Définition

Sont des composeés relativement simples qui agissent comme des facteurs de croissance
[35]. Et produites principalement dans les racines puis transportées dans I'ensemble de la
plante. Elles sont présentes sur les sites d'action de L’AIA, et peuvent interagir avec cette

derniere, et aussi sont souvent synthétisees sur place [44].

La premiére cytokinine naturelle a été extrait en 1964 des semences de mais [41]. Les
cytokinines sont produites principalement par les racines. Elles agissent fréquemment en
association avec d’autres hormones, en particulier 1’auxine. Elles stimulent la division
cellulaires et la synthése de protéines. Le role des cytokinines sur la croissance des fruits a été
démontré chez certaines espéces (bananes, tomates, pommes). En culture in vitro, les

cytokinines sont utilisées pour stimuler le bourgeonnement [42].
B- Réle

» favorisent la croissance (stimulation des divisions cellulaires) [42].

» lévent la dormance apicale [42].

» Mobilisation des nutriments et sénescence : Lorsqu’une feuille adulte est détachée de la
plante elle subit un processus nommé senescence.la sénescence se caractérise par une
dégradation des protéines, des acides nucléiques et d’autres macromolécules. la sénescence
est la conséquence normale du vieillissement et se produira malgré le maintien d’un apport
d’eau et de sels minéraux [36].

» Controler la prolifération des cellules végétales [35].
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3-1-2-4- L’acide abscissique
A- Définition

Inhibe de nombreux phénomenes de croissance et de développement, et prolonge la
dormance des bourgeons et des graines. Cette hormone, appelée parfois hormone de détresse
ou de stress, entre en action chaque fois que les conditions environnementales du végétal lui

sont défavorables (froid, blessure) en contrdlant I’ouverture et la fermeture des stomates [42].
B- Role

> ralentit la croissance (action antagoniste des trois précédentes) [42].

» maintient la dormance de bourgeons et des graines [42].

» stimule également I’accumulation de protéines au cours des derniers stades de
développement de 1I’embryon [36].

» C’est un moyen de régulation de 1’équilibre hydrique de la plante, puisque la concentration
d’ABA est habituellement trés faible dans des plantes bien hydratées [36].

» régule de la germination des graines [36].
3-1-2-5- L’éthyléne
A- Définition

C’est un hydrocarbure gazeux simple dont la formule chimique est H.C=CH>. [43]. sont
produit en quantité importante par les fleures a la floraison et par les fruits lors du
marissement. Il provoque la chute des feuilles et des fruits et active en générale leur
maturation. L’application d’éthéphon a des effets trés divers (nanification, induction florale)
[42].

L’action de I’éthyléne est inhibée par les sels d’argent. Cette action est spécifique, persistante
et non toxique. Ainsi un traitement par le thiosulfate d’argent (AgS:0s .augmente

considérablement la durée de vie des fleurs coupeées [41].

L’effet physiologique de L’éthyléne sont obtenus pour des concentrations dans I’air allant de

0.01 & 10ul It .1ls concernent de nombreux phénomeénes [41].

La production d’éthyléne est facile a déceler puisque ce gaz est émis hors des tissus [41].
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B- Role

» Accélere la maturation des fruits [42].

» Provoque la chute des feuilles et des fruits [42].

» Développement végétatif : Il a été montré que 1’éthyléne stimulait 1’allongement des tiges,
des pétioles, des racines et des structures florales des plantes aquatique ou semi- aquatique
[36].

3-2- Production des sidérophores

Le mot sidérophores, issu du grec, signifie sidéros fer et phore :porteur.») sont des
chélateurs de fer synthétisés et sécrétés notamment par les micro-organismes pour leur
permettre de puiser le fer essentiel a leur développement .L’utilisation des sidérophores
représente chez les bactéries ’'un des systémes les plus efficaces pour 1’acquisition du fer

[45].

Les sidérophores sont des petites molécules capables de chélater le métal avec une tres haute
affinité [35]. et aussi sont des métabolites secondaires de faible poids moléculaire, compris
entre 200 et 2000 daltons, dont le role set de solubiliser, de chélater et d’extraire le fer
ferrique de nombreux complexes minéraux ou organiques et de le rendre ainsi accessible aux

microorganismes [45].
3-2-1- Caractéristiques des sidérophores

La caractéristique majeure des sidérophores est leur trés haute affinité pour les ions
ferriques. En effet, I’entérobactine a une constante d’affinité de 10-49 M. Cette chélation se
fait par des hétéroatomes oxygénés et azotés, hautement électronégatifs, susceptibles d’entrer

en interaction avec des ions métalliques [46].

Les sidérophores sont synthétisés et sécrétés pour la solubilisation d’ions ferriques par des
microorganismes aérobies, tels que les bactéries, certains champignons mais aussi organismes
supérieurs (certaines plantes monocotylédones) en réponse a des conditions de carence en
fer [47].

Les quelques exceptions sont les bactéries anaérobies et quelques levures comme
Saccharomyces cerevisiae, Candida albicans, et Cryptococcus neoformans . Toutefois, ces

levures peuvent utiliser les sidérophores produits par d’autres organismes [45].
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Les siderophores sont tres importants pour la croissance et la survie des bactéries dans le sol

et les environnements acqueux. Dans la rhizosphére, la concentration des sidérophores est
estimée de quelques micromolaires a quelques milli molaires. Les sidérophores sont aussi
importants pour la virulence de nombreux pathogénes dans les modeles animaux des maladies
[47].

Ils servent de molécules signal contrélant I’expression pour la production du sidérophores

lui-méme, mais aussi pour la production d’autres facteurs de virulence [48].

Apres sécretion par la bactérie, les sidérophores chélatent avec une haute affinité le fer dans
I’environnement extracellulaire, et le transportent via des voies d’assimilation spécifiques
[49].

3-2-2- Role des sidérophores

Le rble des sidérophores bactériens dans la rhizosphere des plantes poussant sur des sols

métalliféres n’a pas été clairement élucide :

» La production de sidérophores joue un réle important dans la régulation des interactions
entre microorganismes au sein des communautés microbiennes de la rhizosphére, avec des
retombées sur la santé des plantes [50].

» Les sidérophores, essentiellement présents dans la rhizosphére, n’augmentent pas
seulement la solubilité du Fes en le désorbant des phases solides mais également celle

d’ions métalliques divalents [51].

Par ailleurs, la présence de métaux dans le sol stimule en retour la production des

sidérophores.

Il a été prouvé que les sidérophores bactériens pouvaient étre utilisés par les plantes le
concombre (Cucumber sativa) peut utiliser la FOB (ferroxiamine B), un sidérophore de type
hydroxamate, pour restaurer sa synthése chlorophyllienne dans un milieu carencé en Fe, ce
qui a pour conséquence de stimuler la production de biomasse. Le complexe Fe-FOB est
utilisé préférentiellement au Fe-EDTA ou aux phytosidérophores et est rapidement transloqué

vers les zones a croissance rapide carencées en Fe [52].

Des conclusions identiques ont été présentées par Cline et al. (1984) lors d’une étude sur le

prélévement d’hydroxamates par le tournesol et le sorgho. De méme, des sidérophores
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produits par des Pseudomonas fluorescents peuvent étre impliqués dans le prélevement de Fe
par les tomates, les ceillets, 1’avoine, la vigne et le mais et enfin 1’arachide, accompagné d’une

disparition du phénomene de chlorose [53].

Relativement peu d’études se sont intéressées a I’augmentation du prélevement de métaux en
inoculant le sol avec des microorganismes producteurs de sidérophores. Dubbin et Ander
(2003) ont émis 1’hypothése que les sidérophores de type FOB, largement répandus dans le
sol pouvaient jouer un réle dans 1’accumulation de Pb par les plantes. Une autre étude a
montré qu’un inoculum mixte de bactéries, inoculées dans un substrat artificiel & base de sable
a permis de multiplier par 2 a la fois le prélevement de Zn par T. Caerulescens et la biomasse
végétale. Une des hypotheses émises par les auteurs est que cette augmentation est due a la
production de substances chélatantes métallophores, de type sidérophore par Pseudomonas et
Entérobactérie [55].

3-3- Solubilisation des phosphates

Le phosphore joue un rdle essentiel dans le transfert de 1’énergie nécessaire a la croissance
et a I’amélioration de la productivité des plantes. C’est un ¢lément indispensable et
irremplacable pour les besoins vitaux des plantes. Sa concentration dans les sols, varie de 200
a 5000 ppm soit 0,02 a 0,5% [56].

L’enrichissement du sol en P, suite a des applications de fertilisants, dépend des
caractéristiques physicochimiques de ce sol. Dans les sols acides, les oxydes libres et les
hydroxydes d'aluminium et de fer fixent le phosphate, tandis que dans les sols alcalins, il est

fixé par le calcium, ce qui rend le fertilisant peu efficace.

Dans les sols agricoles, la solubilisation des phosphates inorganiques est étroitement liée a
I’activité des micro-organismes du sol. Plusieurs rhizobactéries promotrices de la croissance
telles que les rhizobia, les Pseudomonas et les Bacillus, ont été décrites comme étant des

bactéries solubilisatrices du phosphate (PSB) [57].

Cependant, de nombreux micro-organismes liberent dans leurs milieux des acides organiques
en I’occurrence l'acide lactique, gluconique, isovalérique, isobutyrique, acétique, glycolique,

oxalique, malonique et succinique [58].
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La production des acides organiques est considérée mécanisme pour la solubilisation du
phosphate par les bactéries. Les effets bénéfiques de l'inoculation des cultures avec des

microorganismes solubilisant le phosphate, ont été décrits par plusieurs auteurs.

Plusieurs publications ont rapporté que les souches de Rhizo Bradyrhizobium solubilisant le
phosphate, améliorent considérablement la croissance et la teneur en phosphore des plantes

aussi bien chez les léegumineuses que chez les non légumineuses [59].

Certaines rhizobactéries solubilisatrices de phosphore peuvent augmenter la concentration en
Ni dans les feuilles d’Alyssum murale jusqu’a 32%. De méme, les bactéries solubilisatrices de
K et P (du genre Bacillus) permettent d’augmenter la résistance de Brassica juncea a Pb et

Zn, bien que leur prélévement par la plante ne soit pas accru [60].

Ainsi, et comme approche alternative pour améliorer la nutrition phosphatée des plantes,
suggeérent l'utilisation des bactéries solubilisatrices de phosphates en tant qu’inoculum
microbien seul ou en Co-inoculation avec d'autres micro-organismes sélectionnés pour

d’autres fonctions bénéfiques [57].

3-4- Fixation d’azote

Certaines bactéries, c’est-a-dire capable de réduire 1’azote moléculaire (diazote, N2) avec
une efficacité plus ou moins grande, peuvent établir une symbiose avec certaines végétaux et

leur conférer ainsi un avantage important pour la nutrition azotée.

La plante fournit les assimilats carbonés aux bactéries, et les bactéries fournissent 1’azote a la
plante. Ces bactéries convertissent 1’azote moléculaire en ammoniaque (NHz) grace a une
enzyme, la nitrogénase. La nitrogénase est un complexe enzymatique formé de deux
métalloprotéines : la dinitrogénase réductase, homodimeére de deux chaines identiques
(32KDa), contenant un centre 4Fe-4S, et la dinitrogénase, hétérotétramere constitué de deux
chaines ¢ (59KDa) et B (54KDa), de 4 centre 4Fe- 4S et de deux cofacteurs contenant du fer,
du soufre et du molybdene (FeMo-Co), impliqués dans le processus de réduction du diazote
[22].
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Figure 12. Cycle de I'azote dans le sol [6].
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Matériel et méthodes

Ce travail de recherche, rentrant dans le cadre d'un projet de fin d’étude, a été réalisé
pendant une période de quatre mois. Il est basé principalement sur un screening a partir de 60
isolats rhizosphériques dans le but de sélectionner des bactéries promotrices de croissance de
plantes. Le travail est subdivisé principalement en parties: 1’évaluation in vitro de I’activité
antifongique, contre quelques champignons : Fusarium oxysporum, et Fusarium solani et
Aspergillus niger par I’utilisation de la technique des cylindres d’agar, la capacité des souches
de solubiliser le phosphate inorganique sur un milieu solide, et la quantification de la
production de AIA.

1- Matériel biologique et produits chimiques

Notre étude a porté sur des isolats rhizosphériques non-identifiées isolées a partir de
rhizosphére des tomates, par les méthodes du microbiologique classique on utilisant le milieu
B de King. Les souches sont fournit par le laboratoire de Génie microbiologique et ses
applications de I'université de Constantine, alors que le travail est réalisé dans les laboratoires

de microbiologies de I’université 8 Mai 1945, Guelma.
2-Methodologie
2-1- Solubilisation de phosphate

La capacité des souches isolées a dissoudre le phosphate tricalcique Caz(PO.). a été testé
selon la méthode de Pikovskaya [64]. Les bactéries isolées sont ensemencées par spots sur le
milieu de culture de Picovskaya (Annexe 2) contenant le phosphate tricalcique Caz(POa)2
comme seule source de phosphore. Les boites sont incubées a 30°C. La lecture des résultats
est faite aprés 7 jours par mesure du diametre de solubilisation (halo + colonie) et celui de la
colonie bactérienne. Pour évaluer les résultats, I’indice de solubilisation est calculé par la

formule suivante : SI =DC+DH /DC.
2-2- Inhibition des phytopathogénes

Ce test est effectué pour vérifier I’existence d’une éventuelle action inhibitrice des isolats
rhizosphériques vis-a-vis des agents phytopathogénes: Fusarium oxysporum, Fusarium solani

et Aspergillus niger.
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La culture in vitro des différents champignons est réalisee sur milieu PDA (annexe 2) La
croissance mycélienne, la sporulation et la germination des spores sont maximales apres 5 a 7
jours a 30 °C (figure 13) [62].

(@) (b) (©)

Figure 13. Culture des champignons phytopathogénes sur milieu PDA (a: Aspergillus

niger, b: Fusarium oxysporum, c: Fusarium solani)

Pour la réalisation de ce test, un cylindre de 8 mm de diametre de chaque champignon est
prélevé avec un embout stérile et placé au centre de boite de Pétri contenant le milieu PDA,
ensuite, a une distance de 3 cm de cylindre de champignon une culture des isolats
bactériennes est ensemencée par spot sur les cing coins de la boite de Pétri. Les boites ne
contenant que le disque de champignon sont utilisées comme témoin. Toutes les boites sont

incubées a 30°C pendant 3 jours.

L’axe de croissance des colonies mycéliennes des champignons pathogénes en présence des
isolats rhizosphériques est mesuré pour chaque isolat et ensuite comparé avec la boite témoin
[63].

La lecture des résultats est réalisee par mesure de 1’axe de croissance de champignons, les
résultats sont exprimés selon la formule suivante: I= [(C-T)/C]*100

| : Pourcentage d’inhibition
C : axe de croissance de champignon dans la boite témoin.

T : axe de croissance de champignon dans la boite test.
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2-3- Production et dosage d’auxines

Dans ce cas I’auxine quantifiée est principalement (AIA), la quantité de I’AIA est évaluée
par une méthode colorimétrique [65]. Ou la culture des isolats est réalisee dans le bouillon LB

(annexe 2) en présence de tryptophane.
2-3-1-Preéparation de la solution de tryptophane

Le tryptophane est un acide aminé sensible a la chaleur, de ce fait, la stérilisation est
réalisée par filtration, dans notre cas « des filtres a seringue ». Le tryptophane est dissocié
dans le bouillon de fermentation pour former une solution mere de 500 pg /ml. Cette solution
est filtrée a travers des filtres a seringue de 0,2 um de porosité. Cette solution est conservée

dans un flacon ambrée a 4°C jusqu’a ’utilisation pour une durée maximale de 15 jours.

2-3-2- Fermentation et production de I’indole -3-acide acétique

Le dosage de I’auxine est réalisé par I’ajout de 1ml de solution de tryptophane a 4ml de
milieu LB, chaque tube est ensuite inoculé avec 20 ul d’une suspension bactérienne de 24h.
Apres inoculation et homogénéisation, les tubes sont incubés dans 1’étuve a 30°C pendant
72h.

Apreés incubation, le contenu de chaque tube est centrifugé a 3700 g pendant 15 min. ensuite
le surnageant de chaque tube est récupéré. Pour le dosage de I’AIA 1ml de surnageant est
mélangé avec 2ml de réactif de Salkowski (annexe 2). Les tubes sont incubés pendant 1h a

I’obscurité a une température ambiante. L’absorbance est mesuré a 530 nm.

Les concentrations de 1I’AIA sont déduites a partir d’un courbe étalonnage préparé par ’AIA

standard (annexe 3) [65].
2-4- ldentification biochimique des souches

La caractérisation de quelques souches isolées est déterminée par 1’observation
microscopique (coloration de Gram, forme, mode de groupement) ensuite les tests
biochimiques réalisés sont: test de 1’oxydase, test de la catalase, et 1’identification

phénotypique par la galerie API 20ne.
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2-4-1- Coloration de Gram

La coloration de Gram c’est une technique traditionnelle utilisée au cours de
I’identification des souches pour distinguer les bactéries a Gram positif et les bactéries a
Gram négatif.
C’est la coloration qui se base sur I’affinité des souches fixées en colorants (violet de gentiane
et fuchine) selon la nature de leur paroi, dont le résultat final est des cellules colorées en rose

(bactéries a Gram négatif) et d’autres colorées en violet (bactéries a Gram positif) [62].

Préparation de Coloration au Mordancage au

frottis violet de gentiane lugol

Décoloration a 1’alcool Coloration a fuchsine Séchage de la coloration

Figure 14. Les étapes de la coloration de Gram

2-4-2- Test de la catalase

La catalase est une enzyme présente chez la plupart des bactéries aérobies strictes et
anaérobies facultatives. La fonction principale de la catalase dans les cellules est de prévenir
I'accumulation de niveaux toxiques de peroxyde d'hydrogéne (H202) formé comme sous-
produit de processus métaboliques. Elle catalyse la conversion du peroxyde d'hydrogene en
eau et en oxygene qui se dégage selon:
H202 7\ > 15 0, + H20

Catalase
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Pour mettre en évidence cette enzyme une colonie est prélevee a partir de la boite de Pétri et
déposée au centre d’une lame propre, ensuite quelques gouttes de H2O2 sont ajoutées sur cette

colonie.

Aprés quelques secondes le dégagement des bulles de gaz indique la présence de la catalase
et qu’il y a eu destruction du peroxyde d’hydrogeéne et libération d’oxygene, alors que

I’absence des bulles indique 1’absence de 1’enzyme [63].

Figure 15. Les étapes de realisation du test de catalase
2-4-3- Test d’oxydase

L’oxydase est une enzyme catalysant une réaction d’oxydo- réduction impliquant une
molécule d’O2 comme accepteur d’électron. Dans ces réactions, 1’oxygene est réduit en eau

ou en peroxyde d’hydrogéne (H205).

La recherche de I'oxydase est un des critéres les plus discriminatifs et les plus employés pour

I'identification des bacteéries, surtout celle des bacilles a Gram négatif.

Cette recherche consiste a utilisés des disques (OX) commercialisés par I’institut Pasteur. Une
fois déposée une colonie sur le disque, une couleur violet est apparait avec les bactéries qui

possedent cette enzyme [63].
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Figure 16. Réalisation du test de 1’oxydase
2-4-4- La galerie APl 20NE

La galerie APl 20NE est un systéme standardisé pour 1’identification des bacilles Gram

négatifs et non entérobactéries et non fastidieux. (EXP ; Pseudomonas, Actinobacter).

Cette galerie comporte 20 micro-tubes contenant des substrats sous forme déshydrate. Les
tests sont inoculés avec une suspension bactérienne saline qui constitue les milieux.

L’opération s’effectue selon les étapes suivantes :
2-4-4-1- Préparation de la galerie

» Inscrire la référence de la souche sur languette latérale du biote.
» Réunir fond et couvercle d’une boite d’incubation et répartir environ 5ml d’eau distillée
dans les alvéoles pour créer une atmosphére humide.

» Sortir la galerie de son emballage individuel et la placer dans la boite d’incubation.
2-4-4-2- Préparation de I’inoculum

» A partir d’une culture jeune (18-24h), on réalise une suspension bactérienne dans 1’eau
distillée stérile.

» Mettre 0.2 ml de suspension bactérienne a 1’aide d’une pipette dans I’ API medium.
2-4-4-3- Inoculation de la galerie

» Remplie les tubes (et non les cupules) des tests : NOz a PNPG.
» Les tests GLU, ADH, URE, vont étre complétés avec I’huile de vaseline.
» Remplie les tubes et les cupules des tests de : /GLU/, a/PAC/.
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» Refermer la boite d’incubation, coder et placer a 37°C pendant 24 heures.
Aprés I’incubation, on réalise le test NOgz et le test TRP:

» Dans la cupule NOsz des gouttes de réactifs Nit 1 et Nit 2 sont ajoutées, apres 5 minutes on
ajoute Zn pour 5 minutes.

» Dans la cupule de TRP on ajoute des gouttes de réactifs de kovacs [66].

Figure 17. Présentation de I’API 20 NE

2-5-Analyse statistique

Pour certains tests, une analyse de la variance a un seul facteur est réalisée en utilisant
XLstat-Pro.7.1.
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Résultats et discussion

1-Solubilisation de phosphate

La solubilisation de phosphate est exprimée par un halo clair autour des colonies aprés

croissance (figure 18).

Figure 18. La solubilisation de phosphate par quelques souches étudiées.

Parmi les 60 isolats testées, 18 ont donnée une solubilisation de phosphates inorganique

(Caz(P0a4)2), soit un pourcentage de 30%. Les résultats du test de solubilisation de phosphate

de ces isolats sont représentés dans le tableau 2.

Tableau 2. Solubilisation du phosphate par les isolats rhizosphériques sur le milieu solide

Pikovskaya.
isolats Diametre de Diametre de SI
colonie (mm) 1’halo (mm)

Isolat 1 10 18 2,8
Isolat 7 11 21 2,90
Isolat 16 4 10 3,5
Isolat 19 9 13 2,44
Isolat 21 5 10 3
Isolat 23 7 20 3,8
Isolat 30 9 12 2,33
Isolat 31 9 21 3,33

41




Résultats et discussion

(Suite) Tableau 2. Solubilisation du phosphate par les isolats rhizosphériques sur le milieu
solide Pikovskaya.

Souche Diametre de Diametre de Sl
colonie (mm) 1’halo (mm)
Isolat 32 7 13 2,85
Isolat 38 9 17 2,88
Isolat 40 10 28 3,8
Isolat 42 9 12 2,33
Isolat 43 8 16 3
Isolat 45 11 22 3
Isolat 46 7 14 3
Isolat 47 10 14 2,4
Isolat 54 11 22 3
Isolat 55 10 15 3

La variation du diametre de cet halo montre qu'il y a une variabilité dans le pouvoir de
solubilisation du phosphate entre les isolats testées. Les indices de solubilisation calculés ont
permet la comparaison entre des isolats, dont la solubilisation la plus élevée est observée avec

les isolats 23 et 40 avec un indice de 3,8.

Apres ’azote, le phosphore est 1’élément le plus limitant pour les plantes qui sont capables
seulement d’absorber par des bactéries rhizosphériques qui sont capable de solubiliser le
phosphate inorganique en produisant de 1’acide gluconique et 1’acide 2- cétogluconique, Elles
sont aussi capables de minéraliser le phosphate organique par I’excrétion des enzymes

extracellulaires telles les phosphatases [3].

La solubilisation du phosphate est généralement liée & la production d’un mélange de
plusieurs acides organiques dont les qualités et les quantités varient selon 1’isolat.
Principalement, les acides organiques les plus produits sont : I’acide gluconique, 1’acide
oxalique et I’acide citrique,... cependant, 1’acide organique le plus puissant dans la
solubilisation est I’acide citrique. Ces résultats sont en accord avec ceux de, indiquant que la
solubilisation de différentes sources de phosphore par Penicillium rugulosum et sa souche
mutante Mps™™, est principalement due a la production d’acides organiques a faible poids

moléculaire. Ils ont aussi indiqué que I’acide citrique semblait étre le principal acide en cause

[29].
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2- Inhibition de phytopathogéne

Dans cette étude, on a pu vérifier la capacité des isolats rhizosphériques a inhibée la
croissance mycélienne d’Aspergillus niger, Fusarium oxysporum et de Fusarium solani. Les
résultats de test d’antagonisme des isolats contre ces trois champignons sont résumés dans le

tableau suivant.

Tableau 3. Mise en évidence de I’activité anti-phytopatogéne des isolats rhizosphériques

contre Fusarium oxysporum, d’Aspergillus niger et Fusarium solani.

Les champignons test

Souche
Fusarium oxysporum Aspergillus niger Fusarium solani

Isolat 1 73 0 57
Isolat 2 73 51 55
Isolat 3 71 64 44
Isolat 4 71 0 48
Isolat 5 57 0 35
Isolat 6 60 0 53
Isolat 7 60 0 31
Isolat 8 62 0 51
Isolat 9 57 0 51
Isolat 10 48 0 55
Isolat 11 67 0 60
Isolat 12 58 0 60
Isolat 13 69 0 57
Isolat 14 73 0 60
Isolat 15 67 0 55
Isolat 16 67 0 53
Isolat 17 62 0 57
Isolat 18 60 0 55
Isolat 19 64 0 51
Isolat 20 67 0 55
Isolat 21 58 0 53
Isolat 22 58 0 53
Isolat 23 64 0 55
Isolat24 67 0 51
Isolat 25 69 0 53
Isolat 26 67 0 53
Isolat 27 69 0 53
Isolat 28 62 31 51
Isolat 29 60 0 57
Isolat 30 68 0 53
Isolat 31 60 0 51
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(suite) Tableau 3. Mise en évidence de I’activité anti-phytopatogéne des isolats

rhizosphériques contre Fusarium oxysporum, d’Aspergillus niger, Fusarium solani.

Isolat 32 55 0 42
Isolat 33 28 0 48
Isolat 34 64 42 55
Isolat 35 62 0 56
Isolat 36 64 0 57
Isolat 37 64 0 58
Isolat 38 76 0 59
Isolat 39 67 0 60
Isolat 40 62 0 33
Isolat 41 67 0 0
Isolat 42 64 0 0
Isolat 43 62 0 55
Isolat 44 67 0 57
Isolat 45 62 67 55
Isolat 46 60 67 30
Isolat 47 64 71 48
Isolat 48 64 0 42
Isolat 49 64 31 46
Isolat 50 82 53 98
Isolat 51 80 0 98
Isolat 52 87 0 44
Isolat 53 84 67 42
Isolat 54 89 0 42
Isolat 55 67 0 48
Isolat 56 58 44 55
Isolat 57 64 47 55
Isolat 58 67 0 57
Isolat 59 58 82 57
Isolat 60 69 0 53

Les résultats illustrés dans le tableau montrent que la plupart des isolats étudiées possedent
une activité inhibitrice contre Fusarium oxysporum avec un pourcentage minimal de 28%

(isolat 32) et un pourcentage maximal 89% (isolat 55).

Seulement 14 isolats (23%) ont une activité inhibitrice contre Aspergillus niger. dont
I’inhibition la plus importante est enregistrée pour les isolats 48 et 60 avec des pourcentages

de 82et 71% respectivement.
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Plus de 40 isolats (68%) posséde une activée inhibitrice contre Fusarium solani avec un
pourcentage d’inhibition supérieur a 50%. Par contre les souches 41 et 42 n’ont aucune
activité antifongique contre ce champignon. Les autres isolats ont des pourcentages
d’inhibition situés entre 31 et 98%.

Comme elle montre la (figurel9), la structure de des champignons phytopathogenes est

apparait altérée et désorganisée suggérant la sécrétion de molécules extracellulaires

inhibitrices et de défense par les isolats bactériens.

B 3

Figure 19. Effet antagoniste de quelques isolats rhizosphériques vis-a-vis les

phytopathogénes.

Selon la littérature, cette inhibition peut se faire selon plusieurs mécanismes, comme elle
peut étre liée a la production d’une large gamme de métabolites secondaires et de
sidérophores, en plus d’enzymes dégradant les parois cellulaires. Les plus caractérisées de ces
métabolites secondaires sont les: phénazines, phloroglucinols, pyolutéorine, pyrrolnitrine,
lipopeptides, le cyanure d’hydrogéne, les acides organiques, les sidérophores [62].

Les rhizobactéries qui posseédent ce type d’activité ont un grand rdéle économique,

aujourd’hui il ya une large gamme de produit qui sont méme commercialisés a base de micro-
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organismes qui sont utilisés comme des agents de la lutte biologique qui consiste & combattre
une maladie causée par un organisme au moyen d’un autre organisme. La lutte biologique est
considérée comme une voie alternative a I’utilisation des produits chimiques qui constituent

un danger sur I’environnement et sur I’homme.

3- Production des auxines

Les résultats de la production de I’AIA en présence de tryptophane a une concentration de

100 pg/ml sont résumés dans le tableau 4.

Tableau 4. La production de I’acide-3-indole acétique en présence de tryptophane par les isolats

rhizosphériques.

Souches Production de I’AIA en Classification de Newman-
ug/ml Keuls. (P >5%)

Isolat 1 10,24 + 3,7 A

Isolat 2 7,07 4,2 A

Isolat 3 10,690 A

Isolat 4 12,09 + 0,63 A

Isolat 5 7,04 +4,18 A

Isolat 8 12,37 + 0,48 A

Isolat 9 12,78 £ 0,38 A
Isolat 10 11,72+ 0,81 A

En réalité ce test est réalisé seulement pour un nombre limité d’isolats (les isolats présentés
dans le tableau 4) a cause d’un probléme technique (spectrophotometre en panne). L’analyse
statistique a un seuil de 5% montre une différence non significative entre les différentes

productions de I’AIA par les isolats etudiées, la production est comprise entre 7,04 et 12,78

pg/ml.

Les rhizobactéries produisant I’AIA sont connues pour leurs capacités a augmenter la
croissance et la longueur des racines, cet effet résulte en une surface racinaire plus grande, et

une accessibilité pour plus de nutriments pour la plante.
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Selon la littérature, 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 répandues qui utilisent le tryptophane sont : la voie de I’indole-
3-acetamide, la voie de Tryptamine, la voie de Tryptophane oxydase en chaine latérale et la

voie de Indole-3-acetonitrile [42].

4-1dentification des souches

4-1-Production de la catalase

Apres avoir effectué le test catalase I’apparition des bulles d’air lors de 1’addition de 1’eau
oxygénée a révélé la présence de la catalase (catalase +). Le tableau si dessous présente les

résultats. Selon ce tableau 51 isolats produisent la catalase.

Tableau 5. Production de la catalase par les isolats rhizosphériques

Souche | Catalase Souche | Catalase Souche | Catalase Souche | Catalase
Isolat 1 + Isolat 16 + Isolat 31 + Isolat 46 +
Isolat 2 + Isolat 17 + Isolat 32 + Isolat 47 +
Isolat 3 + Isolat 18 - Isolat 33 + Isolat 48 +
Isolat 4 - Isolat 19 + Isolat 34 + Isolat 49 -
Isolat 5 + Isolat 20 + Isolat 35 + Isolat 50 +
Isolat 6 + Isolat 21 + Isolat 36 + Isolat 51 -
Isolat 7 + Isolat 22 + Isolat 37 + Isolat 52 +
Isolat 8 + Isolat 23 + Isolat 38 + Isolat 53 +
Isolat 9 - Isolat 24 + Isolat 39 + Isolat 54 +
Isolat 10 + Isolat 25 - Isolat 40 + Isolat 55 +
Isolat 11 + Isolat 26 + Isolat 41 - Isolat 56 +
Isolat 12 + Isolat 27 + Isolat 42 - Isolat 57 +
Isolat 13 + Isolat 28 + Isolat 43 + Isolat 58 +
Isolat 14 + Isolat 29 + Isolat 44 + Isolat 59 -
Isolat 15 + Isolat 30 + Isolat 45 + Isolat 60 +

4-2- Coloration de Gram

L’observation des souches au microscope aprés la coloration de Gram a révélée la

présence de deux formes bacilles et coques certaines a Gram positif 31 souches (colorees en

violette) et d’autre a Gram négatif 29 souches colorées en rose).
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Figure 20. Coloration de Gram
4-3- Recherche de I’oxydase

Le test d’oxydase est réalisé juste aux bactéries qui présentent un Gram négatif et une
morphologie de bacille. Ce test est indispensable pour le choix de la galerie Api utilisée, en
réalité, ce test sépare les bacilles a oxydase négatif qui sont considérées phénotypiquement
comme des entérobactéries pour lesquels la galerie Api 20e est utilisée, par rapport aux autres
bacilles a oxydase positif pour lesquels la galerie api 20ne est utilisée pour I’orientation
phénotypique vers les genres et les especes. Parmi les 10 souches on trouve 6 souches a

oxydase positive, et le reste négative.
4-4- Identification phénotypique par la galerie Api 20NE

Seulement trois souches sont identifiées par I'utilisation de la galerie Api 20ne.
L’identification a révélée que des souches appartiennent phénotypiquement a 1’espece de

seulement Pseudomonas fluorescents (isolat 58 et 51), et Aeromonas hydrophilae. (Isolat 60).

Figure 21. Galerie Api 20NE lors de la lecture
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Tableau 6. Résultat de test d’identification de la souche (58) isolée par la galerie Api 20 NE.

Test Résultats
NO3 + +
TRP - -
GLU - -
ADH + +
URE - -
ESC + +
GEL + +
PNG - -
GLU + +
ARA + +
MNE + +
MAN - -
NAG + +
MAL + +
GNT + +
CAP - -
ADI - -
MLT + +
CIT - -
PAC - -
OX + +
Pseudomonas Aeromonas
Identification fluorescent hydrophilae
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Conclusion

L’augmentation de 1’utilisation d’un certain nombre de molécules chimiques comme
stimulateur de croissance ou de lutte contre des différents agresseurs a eu des effets négatifs
sur la santé humaine ainsi que sur la flore du sol et sur I’environnement ce qui a poussé a
trouver des alternatives biologiques avec un minimum d’effets négatifs. Ce travail a permet
I’étude de I’activité anti-phytopathogéne contre trois champignons : Aspergillus niger,
Fusarium oxysporum et Fusaruim solani, et de quantifier la production de I’AIA et la
solubilisation de phosphate. Les souches testées sont apparues intéressantes par rapport aux
résultats obtenus, parmi les 60 souches testées, 18 isolats ont donnée une solubilisation de
phosphates inorganique (Cas(POa)2). La plupart des souches étudiées possedent une activité
antifongique, contre Fusarium oxysporum des pourcentages de 28 jusqu’au 89% sont
enregistrés (isolat 55). Seulement 14 souches ont eu une activité inhibitrice contre Aspergillus
niger. Plus de 40 souches possede une activée inhibitrice contre Fusarium solani avec un
pourcentage d’inhibition supérieur a 50%. La production de I’AIA est comprise entre 7,04 et
12,78 pg/ml. L’utilisation de la galerie Api 20ne a permet 1’identification phénotypique de

Pseudomonas fluorescens et Aeromonas hydrophile.
Dans le but de progresser dans cette étude il serait souhaitable dans les prochains travaux de :

- Tester les souches selectionnées pour leur capacité a stimuler la croissance ou a
protéger les plantes, principalement les tomates. Utiliser des techniques et des
systemes pour découvrir les molécules responsables a la solubilisation de phosphate.

- Etablir d’autres tests importants comme la capacité a produire des sidérophores.

- Faire des études profondes sur les mécanismes utilisés par les souches.
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Annexes

Annexe 1 : Matériels et produits utilisée.

Appareillage

Les réactifs utilisés

-Bec bunsen : pour assurer une stérilisation
instantanée.

-Four pasteur : stérilisation de la verrerie du
laboratoire a sec.

-Autoclave : stérilisation a la vapeur.
-Incubateur : pour la culture des bactéries.
-Réfrigérateur : conservation des souches et
des réactifs.

- Microscope optique : permet observation

(coloration de Gram).

- Eau physiologique.

- La solution de 0.5 Mac Farland.
- Le réactif de SalKowski.
-Violet de gentiane.

-Lugol.

-Ethanol.

-Fushine.

-H 20 2 : pour le test de catalase.
-Les disques oxydase.

-L’eau distillée.

-Nitrate 1 et Nitrate 2.

-Vpl et Vp2.

-kovacs.

-huile de seder.

Autre matériels

-Pipettes : pour I’inoculation.

-Pipettes pasteur : pour I’inoculation et I’ensemencement.

-Micropipettes : pour une prise trés précise.

- Les lames : pour I’observation microscopique.

-Tube a essai.

-Boites de pétri : pour les cultures bactériennes.

-Anse de platine : pour I’ensemencement.
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Annexe 2 : Les milieux de culture.

Milieu lauria bernatti broth

TrYPIONE. ..o 109
Extraitde levure ... 59
NaCl .o 59
BaU. ..o 1000 ml
pH=7,2

Milieu PDA (Potato Dextrose Agar)

Pommedeterre.........ooooviiiiiie 200 g
GIUCOSE. .. vt 209
Al 20¢
PH=6

Le réactif de salkowski
-Solution de fer 10ml.

(Fecls:8.11g » 100ml eau distillée).

-Acide perchlorique 250 ml » 250ml eau distillée

Milieu de Picovskaya

GIUCOSE .. e
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NaC] o 0.2¢
MOS0, . 0.1g
K o 0.29
Extraitde levure ... 0.59
VNS0 - e, 0.002g
FES08 e, 0.002g
N0 - 10g

Eau physiologique

Composition en g/l
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Annexe 3 : Courbe étalonnage de concentration L’ AIA.

absorbance a 530 nm

o
oS

o
)

o
>

o
[N}

y = 0.0222x
R?=0.9913

20 30 40 50 60

concentration de I'AIA en pg/ml
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Annexe 4: Tableau de lécture de la galerie API 20 NE.

test Composants QTE Reactions/enzymes Résultats negatif Resultats positif
actifs (mg/m)
NO3z | Potassium nitrate | 0,136 Réduction des nitrates en Incolore Rose-rouge
nitrites
Réduction des nitrites en Rose Incolore
Azote
TRP L-tryptophane 0,2 Formation d’indole Incolore/vertpale/ Rose
(tryptophane) Jaune
GLU D-glucose 1,92 Fermentation (Glucose) Bleu a vert Jaune
ADH L-argenine 1,92 Arginine DIHydrolase Jaune Orange/rose/
Rouge
URE Urée 0,76 UREase Jaune Orange/rose/
Rouge
ESC Esculine citrate 0,56 Hydrolyse Jaune Gris/marron/
de fer 0,072 (Bgalactosidase) Noir
( ESCuline)
GEL | Gélatine (origine 0,6 Hydrolyse(protéase) Pas de diffusion | Diffusion du piment
bovine) GELatine) du pigment noir
PNPG | 4-nitrophényl- 0,22 B-galactosidase ( para- Incolore Jaune
BD- nitrophényl-BD-
galactopyranoside galactopyranosidedase)
GLU D-glucose 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- 1,28 Assimilation (N-acétyl- Transparence Trouble
glucosamine glucosamine)
MAL D-maltose 1,4 Assimilation (maltose) Transparence Trouble
GNT Potassium 1,84 Assimilation (potassium Transparence Trouble
gluconate gluconate)
CAP Acide caprique 0,78 Assimilation (acide Transparence Trouble
carpique)
ADI Acide adipique 1,12 Assimilation (acide Transparence Trouble
adipique)
MLT Acide malique 1,56 Assimilation (malate) Transparence Trouble
CIT | Trisodium citrate 2,28 Assimilation (tri sodium Transparence Trouble
citrate)
PAC Acide 0,8 Assimilation (acide Transparence Trouble
phénylacétique phénylacétique)
OX Voire notice du - Cytochrome-oxydase Voir notice du test

oxydase

oxydase
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Résumé

L’objectif de ce travail est de réaliser un criblage visant la sélection des bactéries
promotrices de croissance des plantes isolées de la rhizosphére de la tomate par 1’utilisation
de trois tests, principalement : La mise en évidence et la quantification de 1’indole 3-acétique
acide (AIA) produit en présence de tryptophane, I’étude de 1’activité antifongique des souches
isolées vis-a-vis des champignons de type Fusarium oxysporum, Fusarium solani et
Aspergillus niger, ainsi que la mise en évidence de la solubilisation de phosphate inorganique.
L’inhibition des phytopathogenes est étudiée par la technique des cylindres d’agar sur le
milieu PDA, la production de I’AIA est quantifiée par une méthode colorimétrique basée sur
une fermentation dans le milieu LB, et une révélation par le réactif de Salkowski, la
solubilisation de phosphate est révélée par une culture sur le milieu solide de Pikovskaya.

Quelques isolats sont identifiés par le systeme Api 20ne.

Parmi les 60 souches testées, 18 isolats ont donnée une solubilisation de phosphates
inorganique (Ca3(PO4)2). La plupart des souches étudiees possedent une activité
antifongique, contre Fusarium oxysporum des pourcentages de 28 jusqu’au 89% sont
enregistrés (isolat 55). Seulement 14 souches ont eu une activité inhibitrice contre Aspergillus
niger. Plus de 40 souches possede une activée inhibitrice contre Fusarium solani avec un
pourcentage d’inhibition supérieur a 50%. La production de I’AIA est comprise entre 7,04 et
12,78 pg/ml. L’utilisation de la galerie Api 20ne a permet 1’identification phénotypique de
Pseudomonas fluorescent et Aeromonas hydrophile. Selon ces caractéristiques il apparue que

certaines de ces souches sont tres intéressantes pour étudier leur efficacité in vivo.

Mots clés : PGPR, rhizospheére, lutte biologique, biostimulation, solubilisation de phosphate,

production des auxines.



Abstract

The objective of study is to provide a screening for selecting plant growth promoting
rhizobacteria isolated from the plant root zone of the tomato through the use of three tests,
mainly: The identification and quantification of indole 3 -acetic acid (IAA) product in the
presence of tryptophan, the study of the antifungal activity of isolated strains vis-a-vis the
type of fungi Fusarium oxysporum, Fusarium solani and Aspergillus Niger, as well as
highlighting the solubilization of inorganic phosphate. Inhibition phytopathogenic is studied
by the technique of agar cylinders on the PDA medium, production of the IAA is quantified
by a colorimetric method based on fermentation in LB medium, and a revelation by the
reagent Salkowski, phosphate solubilization is revealed by culture on solid medium

Pikovskaya. Some isolates are identified by the APl 20NE system.

Of the 60 strains tested, 18 isolates have given solubilization of inorganic phosphates
(Ca3(P0Oa4)2). Most strains studied have antifungal activity against Fusarium oxysporum with
percentages of 28 to 89% are recorded (isolate 55). Only 14 strains have inhibitory activity
against Aspergillus Niger. More than 40 strains had inhibitory activity against Fusarium
solani with a percentage of inhibition more than 50%. The production of the IAA is between
7.04 and 12.78 ug / ml. The use of the APl 20NE gallery allows phenotypic identification of
Pseudomonas fluorescens and Aeromonas hydrophile. According to these characteristics is
appeared that some of these strains are very interesting to study their effectiveness in vivo.
Keywords: PGPR, rhizosphere, biological control, bio-stimulation, phosphate solubilization,

production of auxin.
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