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Introduction

Intrgduction

[Les plantes, comme 13 plupart des étres vivants, vivent au contaci de nombreux micro-
organismes. Le confact entre plantes ef micro-organismes est permanent. Il s'établit dés que la
graine tormbe au sol, se poursuit ef se développe lors de la germination et de la croissance du
végétal, et se termine a la mort de celui-ci,
La rhizosphére, ¢’est le terme qui désiene la région du sol directement formée et influencée par
les racines des plantes i les micro-organismes associés [1]. En effet, La chizosphére est un
biotope caractérisé par une niche biologique unique avec une importante diversifé microbienne.
C’est une zone d’intense activité microbiologique en raison des exsudats racinaires des plantes,
ces activités bénéfiques peuvent étre directs par le biais des relations de symbiose avec les
plantes, ou indirécts via "action des microorganismes vivant librement dans la rhizosphére qui
modifient les taux d’approvisionnement en éléments nutritifs et la répartition des ressources.
Parmi les rhizobactéries, les espéces appartenant au genre Pseudomonas ont une capacité élevée i
coloniser la rhizosphére ainsi que les racines des plantes et elles sont capables de former
différentes associations avee leurs hates, Dans certaines sifuations, ces associations peuvent étre
dangereuses pour la plante comme le pathovars de Pseudomonas syringae, alars que, dans la
plupart des cas, les autres espéces appartenant a ce genre sont trés bénéfiques pour la croissance
des plantes, c'est Iexemple de Psewdomoiias fluorescences, Pseudomonas aeruginosa,
pseudomonas putida [2, 3). Ces rhizobactéries bénéfiques sont connues par leur aptitude & réduire
Iincidence des maladies racinaires par Iinhibition de la croissance d’un grand nombre d*agents
phytopathogénes, de plus, elles peuvent produire des phytohormones telles que les anxines. En
fait, l'acide indole-acétique (AIA) est la principale auxine connue, cetie phytohormone possede
un intérét économique (rés important par rapport a ces effets muliiples et bénéfiques sur la
croissance des plantes [4, 5].
L objectif de ce travail est I'isolement et 'étude des bactéries rhizosphériques appartenant au
groupe de Pseudomonas spp. Fluorescents, a partir de la thizosphére du blé tendre et du blé dur
de Ja région de Guelma, La stratégie d*étude de ce travail consiste 4 : (i) isoler les rhizobactéries
de ce groupe sur le milieu B de King, (ii) identifier ces bactéries par des tests biochimiques. (iii)
la mise en évidence et la quantification de I"AlA produii en absence &t en présence de différentes
concentrations de tryptophane, (iv) I'étude de Pactivité antifongique de souches isolées vis-a-vis

un champignon phytopathogénes de type Fusarium oxysporum.
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L. La rhizosphére
1.1Définition

Le terme rhizosphere a €t¢ introduit en 1904 par Lorenz Hiltner (Bactériologiste
spécialiste de microbiologie du sol) [6]. Le mot rhizosphére vient du grec ‘rhizo’ signifiant
“racine’ et sphére qui représente le champ d’influence du systéme racinaire (figure 1). En
raison du volume qu'elle occupe par rapport au volume de la plante, 1a rhizosphére aussi

appelée « la moitié cachée » du systéme racinaire [7].

La rhizosphére représente la région du sol sous [influence directe de la racine [7] ; ¢’ést un
systéme complexe, hétérogéne, dynamique et inferactif qui dépasse la simple notion

d’interface entre le sol et les plantes [8).

Figure 1. Scheéma de la partie thizosphérique d*une plante [6].

La thizosphére est généralement divisée en deux parties:

- La rhizosphere au sens strict correspond & la fine couche de sol qui adhére fermement aux
racines.

- Le rhizoplan ou surface des racines dont la microflore est extraite par agitation vigoureuse

des racines [3, 9].
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pathogéne & I"intérieur de la planie [9]. Les PGPR renforcent aussi la capacité défensive. en
stimulant des mécanismes de défense inductibles chez 1'héte, rendant celle-ci moins
susceptibles et beaucoup plus résistant & 17agression future par des agents pathogénes. Ce

phénoméne a ét¢ nommé ; résistance systématique induite [31].

4.5 La détoxification du milieu

Les phyfotoxines sont des composés avec des structures chimiques trés variées, ils
sont produits par des microorganismes saprophytes ef parasites du sol. Ils inhibent, 4 de faible
concentrations la croissance et le développement des plantes. Dans le sol, certaines bactéries

comme Pseudomonas fluorescens éliminent ces phytotoxines [9].

4.6 La fixation symbiotique de I"azote

C’esl une association entre les planies de la famille des légumineuses et des bacténes
principalement appartiennent au gewre Rhizobium, Cette association donne lieu a des
interactions multiples entre les partenaires et induise la formation d’un nouvel organe « le
nodule » quil est forme sur les racines (figure 5), & Pintérieur desquels 1’azote moléculaire

atmosphérique est réduit en ammoniaque [35].

Mz Ny
armosphéricue atmosphirigque

|

D=2
Bactéries.
lixarless diazote

e,
Bactar
'arrimgi::tﬁa‘n(a

Matidve drgaiticue
(bums)

Figure 5. La fixation syibiotique de |"azote atmosphérique [13].
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Figure 4, Exemples de Sidérophores classés selon leurs groupements fonctionnels

[15].

4.2 L.a solubilisation de phosphate

Les bactéries solubilisant le phosphate sont communes dans la thizosphére Cette
demiére ¢tant le siége de nombreuses inferactions entre les plantes et les divers
microorganismes ‘associés. La sécrétion dacide organiques et de phosphatases facilitent la
conversion de formes insolubles de phosphore en formes disponibles pour les plantes.
Plusieurs espéces du genre Pseudomonay ont été identifiées comme rhizobactéries solubilisant

le phosphate (Pseudomonas chlororaplus, Pseudomonas putida, Pseudomonas aeruginosa)

[15].

4.3 L’inhibition de microorganismes pathogénes

L’antibiose est probablement le mécanisme le plus connu et le plus important utilisé
par les PGPR pour [imiter I’invasion de pathogéne dans les lissus de la plante hote. Il consiste
civ une inhibition dircete de la croissance da pathogéne via la produclion de métabulites aux
propriéteés antifongiques et /o antihagtériennes [31] Plusieurs rhivabaciéries sonf dogsas de
cette propniée (Pseudomonas, Bucillus, Streptomyees,...) elles peuvent produire des
meétabolites nhibiteurs de croissance comme lipopeptides, des enzymes hydrolytiques qui
peuvent dégrader les parois cellulaires fongiques [31].
Les rhizobactéries qui possédent ce type d’activité ent un grand rdle économique, elies sont
utilisées comme des agents de lutte biologique qui consiste 4 combatire une maladie causée
par un organisme au moyen d'un autre organisme. De plus, La lutie biologique connait ces
derniéres années un regain de popularité dii en partie & un certain €chec de la lutte chimique,
En fait, La lutte biologique est considérée comme une voie alternative & 'utilisation des
produils chimigques qui constifuent un danger sur Denvironnement et sur "homme,
L’utilisation de plusieurs modes daction par un seul agent antagoniste et sa capacité
d’adaptation 4 la rhizosphére contribuent 4 ce que la lutte biologique devient plus durable que

les produits chimiques [19].

4.4 L'indoction du systéme de résistance des plantes
L’induction des systemes de résistance se manifeste par des ‘modifications au niveau
de la composition des parois cellulaires, la production des substances bioactives appelées

phytoalexines et/ ou la production des protéines qui inhibent le développement de 1’agent

12
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synthése des meétabolites antifongiques tels les antibiotiques, les enzymes qui lysent les
cellules fongiques, ou bien par compétition envers les nutriments ou la colonisation des
racines [3].
4. Les principaux facteurs de la stimulation de la croissance de plantes
4.1 La produetion des sidérophores

Le terme sidérophore du grec Sideros (fer) et Phore (porteur) ce qui signifie « Porteur
de fer ». Ce terme a été énoncé la premiére fois par Lankfond en 1973 [32]. Les sidérophores
sont des molécules de faible poids moléculaire (200 & 2000 Da) ayant une trés grande affinité
pour le fer ferrique, ils sont synthétisés et sécrétés par les bactéries en condition de carence de
fer. A ce jour plus-de 500 sidérophores de structures-chimiques différentes ont été répertoriées
dont le rdle est de solubiliser. chélater et extraire le fer [33.34]. D'une maniére générale, les
sidéraphores sont classés selon leur structure chimique et leur groupements fonctionnels en :

cathécolates, hydroxamates, carboxylates ou des phénolates (figure 4).
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une augmentation sybstantielle de la capacité d’assimilation des sels minéraux notammeiit le
phosphate, I'azote €t I"eau disponible dans le sol. Ces nutriments sont ensuite tfransférés a la
plante par les hyphes et plus particuliérement par des structures ramifiées appelé arbuscules.
La symbiose endomycorhizienne confére un apport nuiritionnel et une grande résistance aux

stress salin et hydrique [30].

———— —
farpaphore N

e AR e

Muplies |

A
!
Y

-

N ,

5 - ' 5

Risian de el g Y 5 veshcule
Hartig i ‘ : ‘

Fetomycorhize Endomycorhize

Figure 3. Coupes transversales de racines montrant les principaux types de mycorhizes [21].

3.2.3 Les rhizobactéries promotrices de la croissance

L’expression de rhizobactéries promoirice de la croissance (Plant Growth Promoting
Rhizobacteria) a été d'abord utilisée pour décrire des baciéries du soi colonisant les racines
des plantules (apres la germination des semences) et favorisant leur croissance [3].

Plusieurs genre bactériens sont décrits dans la littérature pour leur effet bénéfique sur la
croissance des plantes, tels que : Pseudomonas, Bacillus, Phodobacter, Azospirillun [31].

En effet les rhizobactéries peuvent avoir des effets sur la croissance de plantes avec des
mécanismes directes ou indirectes. Les mécanismes directs de la promotion de croissance sont
principalement la fixation de I’azote atmosphérique (N2) qui est wansféré aux plantes, la
production des siderophores, Ia solubilisation d'oligoéléments tels que le phosphore, Ia
synthése des phytohormones et des vitamines et la diminution de la toxicité de certains
polluants de sol tels gue les métaux Jourds [3]. D autres rhizobaciéries peuvent améliorer la

croissance de plantes indirectement par la protection contre les phytopathogénes, par de

10
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végétales on empéchent Iactivité enzymatique entrainant ainsi I'interruption d’une voie
métabolique [3].

Des polysaccharides produits par quelques microbes pathogénes peuvent bloquer les tissus
vasculaires des plantes et causer leur fanage [3],

3.2.2 Les mycorhizes

Les mycorhizes (du grec: mukes = champignons, thiza = racine) représentent ane
association symbiotiques entre les racines des végéraux et le mycélium des myeétes (figure 2),
cette relation est trés hénéfiques pour la croissance de 14 plante ainsi que pour le champignon
[25,27].

Figure 2. Association mycorhizienne [27].

Les associations micorhiziennes ont tous le méme principe de bénéfice pour les deux
partenaires, cependant, ils peuvent &tre divisé en groupe selon le positionnement du

champignon par rapport aux racines, selon ce principe on distingue
# Les ectomycorhizes

Iis sont principalement situés 4 la surface de la racine de la plante (figure 3), ils infectent
principalement des arbres, dont les pins et le chéne et forment un machon mycélien sur les

petites racines. Cependant, elles ne produisent ni vésicules, ni arbuscules [28],

»> Les endomycorhizes
Tls représentent le type de mycorhize le plus répandu [29]. Ces champignons se trouvent &
I"intérieur des tissus racinaires de Ia plante (figure 3), leur mycélium extra-racinaire permet
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3.1.5 Antagonisme

En écologie, le terme d'antagonisme désigne une inhibition ou une action défavorable
d'un organisme vis-a-vis d'un autre 4 l'intériewr d'une population microbienne mixie.
L'antagonisme se manifeste généralement soit par une compétition, un hyper parasitisme, une

production de sidérophores ou par une antibiose [21].

3.1.6 Symbiose

Le terme symbiose du grec sym (ensemble) et biosis (vivre). La symbiose représente
une association étroite et durable entre deux organismes distincts dont les bénéfices sont

réciproques pour les deux partenaires [25]-

1l existe différents degrés de dépendance des partenaires a la symbiose. Selon ce critére, on
distingue les associations symbiotiques facultatives (les partenaires peuvenl exister
indépendamment) et les associations obligatoires (1’association est essentielle & lewr survie)
[25].

Dans la rhizosphére, cette -association confére une source de carbone, d’azote; des nutriments

et constitue un des facteurs majeurs dans "évolution des espéces [26, 27].
3.2 Les interactions entre les plantes et les microorganismes

3.2.1 Les microorganismes inhibant la croissance de plantes

Les microorganismes empéchant la croissance de plantes ou Deleterions Rhizobacteria
fDRB) colonisent la thizosphére et empéchent la croissance de plantes sans causer des
symptdmes évidents de la maladie. Elles sont présentes 2 la surface des racines et peuvent se
multiplier dans les espaces intercellulaires des cellules corticales, leurs effets néfastes sur la
croissance des plantes sont dus principalement 4 la concurrence pour les éléments nutritifs, &
la production d’enzvmes extracellulaires (qui liquéfient les membranes cellulaires végétales),
a la production de métabolites qui inhibent les processus physiologiques des plantes, comme
les phytotoxines, les régulateurs de croissance de plantes , les substances volatiles , ou les

antibiotiques. Les toxines microbienneés affectent la perméabilité de [a membrane des cellules
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molécules organiques absorbables par les racines ou bien indirectement en améliorant sa

nutrition minérale par solubilisation ou minéralisation de certains éléments [197.

3. Les différents types d’interaction dans la rhizosphére
3.1 Les interactions entre les microorganismes

Les interactions entre les micro-organismes an niveau de la rhizosphére sont dues & la
richesse de cette zone en matiére organique et au nombre éleve des populations microbiennes.
Ces interactions sont principalement catalysées par les exsudats racinaires qui favorisent
certains groupes de micro-orgamismes au dépend dantres au sein de la communauté

microbienne [21].

3.1.1 Parasitisme

Il représente l'attaque directe d'un microorganisme par un aufre dans un but
nutritionnel. La rhizosphére qui héberge une large variété de populations microbiennes,
constitue un milieu favorable pour lapparition du parasitisme [22].

3.1.2 Amensalisme

C’est une association dans laquelle une espéce inhibe le développement de 1"autre, par

la production des substances ayant un effet négative sur la croissance [23]
3.1.3 Compétition

Les deux partenaires se développent sur Je méme substrat ce qui a un effet négatif sur

leur vitesse de croissance [23].

3.1.4 Commensalisme

Cest une association biologique facultative entre deux espéces ou 'un des deux
profite de la protection et la nourriture acquise par le deuxiéme [24].
Le Commensalisme existe au niveau de la rhizosphére notamment par des changements dans
les conditions environnementales (humidité, pH, COs, Os, le potentiel osmotique, etc.) par un
micro-organisme rendant ainsi le climat favorable pour le développement de 1"autre. Aussi,
certains organismes dégradent ou neutralisent des substances toxiques favorisant ainsi la

croissance des autres [21].
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1.3.3 Les facteurs conditionnant la flore rhizosphérique

Drune fagon générale, I"activité microbienne dans la rhizosphére est influencée par
des facteurs climatigues de I'environnement (humidité, aérafion, température, teneur en
CO2...) et par des facteurs édaphiques (teneur du sol en eau el oxygéne. pH. teneur en
éléments assimilable... ) [18].

La profondeur des racines jouent aussi un facteur de variation de la flore rhizosphérique le

nombre de microorganismes diminue selon I"augmentation de la distance [3].
2. Les exsudats racinaires

L'exsudation est définie comme la libération de composés solubles de faible poids
moléculaire. Au niveau de la rhizosphére, les racines libérent beaucoup de maticres
organiques sous forme de mucilage, plus de 40% des produits de photosynthése passent dans
le systéme racinaire [19).

Les exsudals représenlent la partie la plus importante de substances libérées par les racines,
surtout dans la région apicale [9] Cest également celle la plus rapidement métabolisée par les
micro-organismes. Ils sont généralement constitués de deux fractions majeures: les
macromolécules de haut poids moléculaire tels les mucilages qui sont composés & 95% de
sucres (polysaccharides) et 5% de protéines, ce sont essenticllement des produits carbonés
issus de la photosynthése. De méme, il y a des exsudats solubles composés de molécules de
petite taille par exemple :les sucres simples, des acides aminés, des acides organiques, des
facteurs de croissance, des enzymes, des phénols, des stérols ou encore des vitamines. ces
fractions métaboliques secondaires représentent une grande partie de la diversité des exsudats
racinaire, cependant, la nature de ces substances est variable-selon le type du sol, I"dge, 1"état

physiologique de la plante et a disponibilité de matiére nutritive [20].

Les exsudats racinaire constituent un vecteur de dialogue moléculaire entre la plante et les
organismes de la rhizosphére ou conferent une source essentielle d*énergie et ils présentent
une barriere de défense contre les agents pathogénes. Ces éiéments constituent une source
nutritionnelle pour la microflore thizosphérique, et qui agissent soit en stimulant ou en
inhibant certaines especes (effet rhizosphérique). Les microorganismes stimulés peuvent agir
directement sur la plante en mettant 4 sa disposition des phytohormones, des vitamines ou des
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Dans la rhizosphere, la densit¢ des champignons est estimée par | 0% unités par gramme de sol
Les genres: Fusarium, Cylindrocarpon;, Mucor, Penicillium, Rhizoctonte, Phomuaet
Gliocladium représentent les champignons les plus fréquents [16), Ils sont caractérisés par un
mycélium pluricellulaire, ils sont hétérotrophes ét ils résistent mieux que les baciéries a la

sécheresse et a ["acidiie.

Certains champignons sont associés aux racines des plantes supéricures, en formant les

mycorhizes qui facilitent la croissance et la nutrition des espéces végétales [16].

- Les algues et les protozoaires

10°unités par gramme de sol. Les algues sont représentées par des espéces de Chlorophyceae,

Cyanophyceae et les Diatomées | 14].

d- Les rhizobactéries

Dans la rhizosphére, les bactéries sont les organismes les plus nombreux (leur densité
est de 'ordre de 10” unité par gramme de sol) et les plus variés [3].Elles proliférent dans les
milieux Jes plus riches en azote. ¢t une faible quantité en acides: elles sont surtout
abondantes autour des racines de certaines plantes (graminées, légumineuses), au sein de la
rhizosphere. La plupart entre elles sont hétérotrophes et saprophytes, elles décomposent les
celluloses, les sucres, qui constituent des sources d'énergie, Les bactéries protéolytiques
hydrolysent les protéines des protoplasmes et libérent des acides aminés, qui subissent a leur
tour I’ammonification [{7].
Les bactéries de la rhizosphére jouent des rdles -essentiels dans la nutrition, la

promotion de la croissance des plantes, et les interactions dans la rhizospheére [17].

Certaines bactéries. plus specialisées, jouent des roles particuliers, 4 titre d’exemple, les
autotrophes qui tirent leur énergie de I'oxydation de certains composés minérawx et ils
assimilent le carbone du CO2. De méme, la plus part des bactéries nirrifiantes jouent un role
important dans le cycle des éléments fondamentaux du sol, en particulier en intervenant dans
les processus d’oxydoréduction, dans le cycle de 'azote, le cycle de soufre, et le cyele du fer

(171,
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La faune rhizosphérigue joue un réle important dans 1"équilibration des différentes relations.
Chaque espéce occupe une niche qui [ui est propre et joue un role particulier dans le recyclage
de la matiére organique, I"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 'humus ce qui augmente considérablement les surfaces de contact avec les
micro-organismes [13]. Cependant, cet équilibre est relativement fragile, le plus souvent, ces
animaux sont extrémement sensibles & des faibles variations de pH, d’humidité, de

température et de matiére organigue [12].
1.3.2 L.a flore rhizosphérique

a- Les actinomycétes

Ce sont des bactéries a Gram positif avec un pourcentage élevé en GC, la plupart de
ces bactéries sont filamenteuses et elles peuvent atieindre 107 unités par gramme de sol, ces
bactéries manifestent souvent un antagonisme vis-3-vis des bactéries et des champignons

voisins; cet antagonisme résulte de la séerétion de substances antibiotiques | 14].

Les actinomycétes jouent principalement un réle de protection des racines de la plante, Ces
bactéries peuvent subir des différenciations morphologiques durant leur cycle de vie. En
réponse a des conditions défavorables tel qu'un déficit én nutriment et en eau, et ce n’est que
lorsque les conditions redeviennent favorable que les spores peuvent germer et former de
nouveau le mycélium végétatif [15]. Dans la rhizosphére, les actinomycétes appartenant au
genre Frankia sont extrémement importants pour de nombreux types de plantes. Cette

association est appelée : association actinorhizienne [16].
b- Les champignons

Leur role dans l¢ sol est considérable et trés variés, il s exerce surtout dans la phase de
décomposition, la plus part sont aptes 4 décomposer les celluloses, cerfains sont susceptibles
d*hydrolyser les composés de nature phénolique, plus résistants: lignine, tannins. Les
pourritures brunes ou molles (active en milien neutre) décomposent les ocelluloses
preférentiellement aux composés phénoliques : la lignine libérée, est peu transformée. Les
pourritures blanches des milieux acides, au coniraire, s’attaquent aussi la lignine et aux

composes tanniques, libérant des composés phénoligues, 2 petite molécule, done solubles.


http://www.scantopdf.eu
http://www.scantopdf.eu

Revue bibliographique

1.2 Réles de Ia rhizosphére

En effet, il existe une double relation fonctionnelle qui est érablit dans la rhizosphére,
ces relations concernent J"effet des racines sur le milieu enyironnant, ainsi que la réponse de

la microflore a I"activite racinaire [10].
Le réle de la rhizosphere peut étre vésumé dans les points suivants :

* la rhizosphere est le siége de processus physiques et chimiques spécifiques hiés a
J*alimentation hydrique et minérale des plantes [10].

» Elle est apparue comme le lieu privilégié des échanges de matiéres et d*énergie: la
libération de composés organiques. |’absorption d’eau ei d’ions, la synthése des
métabolites microbiens divers et varies [11].

» Elle contribue 4 modifier les proprietés des sols : propriétés biologiques, biodiversités
et activités microbiennes, fertilité et qualité des sols [10].

o Elle est le passage obligé de tous les ¢léments minéraux depuis le sol vers les plantes
[11].

¢ Elle présente d’importance écologique (implication dans les cycles géo-biologiques
comme lo oycle de carhone, lo oyole d’arate ¢t do phoaphore) [8],

o Elle aune fonction directe avec la croissance et la santé de la plante [10].

1.3 La faune et la flore de la rhizosphére

Le sol rhizosphérique est considéré comme “un systéme écologique’ dont les fonctions
sont nombreuses, car c¢ sysi@me dépasse le simple support dans lequel les plantes
s’enracinent, il est surtout un réservoir vivant qui héberge une population nombreuse

d’especes de taille et de modes de nutrition trés variables [6, 8].
1.3.1 La faune

La faune rhizosphérique est constituée principalement d’organismes microscopique
appelé la microfaune (<0,2mm) comme les protozoaires, les nématodes rotiféres et les
acariens. D’autres sont des animaux qu’on atiribuera & Ia méso faune (0.2 & 4mm) comime les
insectes, les microarthropodes et enfin la macrofaune tels que les vers de terie, les mollusques

[12].


http://www.scantopdf.eu
http://www.scantopdf.eu

Revue bibliographique

4.7 La production des phytohormones

Les phytohormones jouent un rdle régulateur fondamental lors de Ja croissance et le
développement des piantes. Ces substances sont ¢laborées en quantités variables par la plante
au cours de son développement. Suite & leur production dans certains organes de la plante,
elles sont ensuite fransporiées de cellule én cellule ou via le systéme vasculaire vers leur lieu
d’action. Les phytohormones comprennent 6 groupes de substances majeures: les
gibbérellines(GA), les cytokinines, les brassins stéroides. des hormones i effets mixtes
comme |’acide abscissique (ABA), ["éthyléne(C2H2) et les auxines [9]. En effet, certains
types de phytohormones peuvent &tre produits par des rhizobactéries au dépond de
métabolites présents dans Ia rhizosphére, ce qui a un effet promotrice sur la croissance des

plantes.
4.7.1 Les gibbérellines

Les gibbérellines forment une grande famille de régulateurs de croissance, ils
représentent des composants tétracycliques qui sont découverts la premiére fois en 1938, Les
gibbeérellines sont nommées G ou Ga suivi dun chiffre de 1 4 125, dont la Ga3 est la mieux
connue (figure 6). [36, 37].

Ces phytohormones posseédent différents effet positif sur la croissance des plantes, elles

induisent divers changements morphologiques et physiologiques chez les plantes par la
stimulation de Ia floraison, la croissance des feuilles et le développement des fruits [18].

nibbéreline A3 | &
Figure 6. La structure chimique de gibbérelline A3 [38].

4.7.2 Les evtokinines

Les cytokinines sont des substances proches des bases puriques (figure 7) qui sont

découverte dans les années 1950 par Carlos Muller,

14
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Les eytokinines forment une classe de phytohormones qui stimuleni les divisions cellulaires,
’élargissement et le développement des tissus. Ce sont des signaux impliqués dans la
médiation du stress environnemental dés racines vers les parties supérieurs de la plante. La

production de cytokinines a été rapportée chez Pseudomonas fluorescens [15, 36].

HO
1
NH
N
N7 =
L =L

Figure 7. La structure chimique de cytokinine [38].
4.7,.3 L’acide abscissique

Cet acide est impliqué dans les processus de développement tels que la germination,
I"uductivn du Gauspoit des produits de la photosynthése el Ta syoihése des prowéines de
reserve. Cetic hormone cost surtout impliquée dans des processus d'adaptation au stress
hydrique en régulant la fermeture des stomates, Plus récemment des travaux onf mis en
évidence le role de I"acide abscissique dans la défense contre les microorganismes pathogénes

[38, 39,

4.7.4 L'éthyléne

L¢thyléne est la seule phytohormone gazeuse (figure 8), Il est connu pour étre
I’hormone des blessures, parce que sa production dans la plante peut &re induite par
n'importe quelle perturbation physique ou chimigque des tissus. Parmi ses nombreux effets sur
la croissance et le développement de la plante, la production d’éthyléne peut causer
I"inhibition de la croissance des racines. Certaines rhizobactéries ont la capacité de diminuer
le stress provoque par la forte concentration de 1"éthyléne, elles sont capables de produire une
AAC-désaminase (1-Amino-cyclopropane-1-carboxylate désaminase). Cette enzyme clive
I"AAC précurseur immédiat de 1éthyléne. 1°AAC-désaminase diminuerait la production

d’éthyléne au niveau des racines de la plante hote et résulierait en leurs allongements.

15
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Plusieurs especes de genre Pseudomonays tels que P. fluorescens peuvent diminuer le siress
¢éthylene done elles peuvent stimuler la croissance de plantes Soumissent au stress tels que

les inondations ou encore les sols contamings par les métaux lourds [15],

H H
N/

c=cC

TR

Figure 8. La formule ¢hintique de ’éthyléne [15].

4.7.5 Les auxines
Les auxines soni geénéralement considérées comme la phytohormone majeure dans le
controle de la croissance et développement des plantes. La molécule d’auxine naturelle est

découverte par Went én 1926 [15].

a- Structure chimique de I’'auxine

L'acide indole-aeélique (AIA) esl la principale auxine connu chez les planies et méme
la premiére hormone végétale découverte Mais il existe d'autres molécules naturelles actives,
dont l'acide indole-3-butyrique, |'acide 4-chloro-indole-3-acétique, I'acide phényl acétique
(figure 9) [38].

L "acide indole-3-acetique est un acide faible avec un pKa d'environ 4,85. Sa formule brute est
CroHoNO, 1l est formé d'un noyau indole et d'une courte chaine latérale carbonée portant le

groupement carboxyle [38].

—:\ H,"\ E-n» l //‘\lw_/’\\/\‘ q:m
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Figure 9. Les differents types d"auxines [38].
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| b-La biosynthése de I’acide 3-indolacétigue par les plantes

| La biosynthése d’auxine est complexe car il existe cing vois différents menant & la
' production des auxines, guatre dépendant du (ryptophane et une indépendante du trypiophane

| On distingue :

-La voie de ['indele 3- acétaldoxime, le tryptophane est tout d’abord transformé en indole-3-
1 acétaldoxime. L’acide 3-indolacétique est alors obtenu via des réactions d’oxydation de

I'indole-3-acétaldoxime (figure 10).
-La voie indole3-acétamide.
-Lia voie tryptamine,

-La voie d’acide indole 3- pyruvique [36].

i - 0h
| (0 H .
Yo =T
g ,
H b
Tiyplophane Indole3-acetdldorime Aside Mindoleacetiqe

Figure 10. La biosynthese de 1"A1A par la voie de I"indole 3- acétaldoxime [38].
¢- La production de 'acide 3-indolacétique par les rhizobactéries

L’AIA n'est pas l'apanage des plantes, il est ézalement synthétisée par dés
microorganismes, en effef, les rhizobactéries produisant AIA sont connues pour leurs
capacités a augmenter la croissance el la longueur des racines. Cet effet résulte en une
surface racinaire plus grande, et une accessibilité pour plus de nutriments pour la plante.
Plusieurs espéces bactérienne ont éfé rapporté pour leur production d”AIA au dépond de

tryptophane, ces espéces appartiennent pour la majorité au genre Pseudomonas [36].

7
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d- Roles de Pacide 3-indolacétique dans Ia croissance de plantes
Cette phytohormone posséde un intérét économique trés important par rapport a ces
effets multiples et bénéfiques sur la croissance des plantes.

-~ La division cellulaire

L’ AIA est impliqué dans le contréle de la division cellulaire chez les plantes. Il
joue le role d*un signal qui déclenche la division cellulaire, il est requis pour que les
cellules puissent entrer dans le cycle cellulaire [40].

- Formation des racines latérales
L°AIA a des roles dans 'organogénése. 11 agit aussi 4 forte concentration sur la

rhizogénese favorisant "apparition des racines et I'¢longation des tiges (figure 11) [40].

Figure 11. Effef de I"acide 3-indolacétique sur la rhizogenéses [40].

- Le développement des fruits

1l joue également un réle majeur & toutes les étapes de la reproduction. Les concentrations
les plis élevées en AIA ont été refrouvées dans des fruits en développement ce qui montre son

importance pour la croissance des fruits [40].

18
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1. Prélévement des échantillons du sol

Les échantillons du sol rhizosphérique sont prélevés a partir des champs de ble dur et
de blé tendre (figure 12) cuitivés dans la région d’Oued Zenati et plus précisément dans Ain
Makhlouf. Cetie région est située & 40Km (coté sud-ouest) de Guelma,

(A) (B)

Figure 12, Les champs de prélévement du blé dur(A) et du blé tendre (B).

A partir de chaque champ deux échantillons ont été prélevés. Tous les prélevements

sont effectués de maniére aseptique selon les étapes suivantes :

A T'aide dune tariere stérile (flamhée avec de 1'alcool sur place), on creuse 4 différents
endroits bien déterminés de la zone étudige, des trous d*une profondeur de 10cm environ, A
aide d’une spatule stérile, les échantillons (les 4 échantillons) sont ensuite prélevés au
niveau des racines profondes des plantes, puis ils sont transférés dans des bocaux appropriés
stériles et étiquetés. Les échantillons sont conserves @ une température égale & 04°C jusqu’au

I’analyse.

2. Préparation des solutions mére du sol et des dilutions
A partir d'un échantillon de sol, 10g sont homogéngisé avec 100ml d'eau
physiologique (annexe 01) stérile pendant 20minutes a température ambiante.

L homogénéisation est réalisée par agitation pour assurer la dispersion des cellules

-l
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microbiennes. Des dilutions décimales (107,107,107 et 10™) sont réalisées afin de dilué la

charge microbienne et pour obtenir des colonies séparées,
3. Culture bactérienne ¢f purification des souches

A partir de chaque tube 100p( sont prélevés et étalés 4 la surface du milieu B de King
(Annexe 01) & I"aide d'un rateau. Pour chaque dilution trois répétitions ont &té effectuées. les
boites de Pétrd sont incubées pour une durée de 48h & 72 h dans une étuve a 30°C.

Aprés incubation les colonies sont prélevées selon leur fluorescence et leur morphologie, la
fluorescence est révélés 4 DI'eeil nue et par une lampe & ultra-violetie, les colonies

fluorescentes sont repiquées dans des tubes contenant le méme milieu de culture (figure 13).

Figure 13. Prélévement et purification des souches fluorescentes sur le milieu B de

King,

4, Identification de souche
4.1 Coloration de Gram

La coloration de Gram est ine coloration différenticlle permettant le classement des
bactéries en deux groupes distincts : bactéries & Gram positif et bactéries & Gram négatif.
C’est la coloration de base en bactériologie, elle est basée 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 4 Gram négatif) et d’autres colorées en violet

(bactéres 4 Gram positif) [41].
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4.2 Recherche de I'oxydase

Une oxydase est une enzyme catalysant une réaction d’oxydoréduction impliquant ung
molécule de dioxygéne (Op) comme accepteur d’électron. Dans ces réactions, I"oxygene est
réduit en eau (H;0) ou en peroxyde d’hydrogéne (H20:). Le réactif peut se trouver sous deux
formes * soit en solution, soit sous la forme d’un disque pré-imprégné par le réactif.
L’oxydase dans cette étude est recherchée par la méthode des disques, une colonie
bactérienne est déposée sur un disque d’oxydase placé sur une lame, 4 I'aide d’une pipette
pasteur. Une réaction positive est révélée par I'apparition d'une tache violette [42].
4.3 Recherche de la catalase

L’enzyme catalase est produite en abondance par les bactéries ayant un meétabolisme

respiratoire qui détruif les peroxydes et libére de ["oxygene,
Sur une lame propre, une colonie bactérienne est déposce au centre, ensuite quelques gouttes
de peroxyde d’hydrogene sont déposées. L apparition des bulles de gaz indique la présence de
la catalase [43].
4.4 La mobilité

I.a mobilité est mise en évidence dans le milien Mannitol-mobilité (annexe 01) du fait
du taible teneur en agar du milieu (gelose mole), les bacidries peuvent ainsl 87y deplacees.
4,5 La galerie API120 NE

La galerie AP1 20 NE (figure 14) est un systéme standardisé pour 1"identification des
bacilles & Gram négatif non entérobacteries et non fastidieux comporte 20 micro-cupules
contenant des substrats déshydratés. Les tests conventionnels sont noculés avec une
suspension bactérienne saline qui reconstitue les milieux. Les réactions produites pendant la
période d’incubation se traduisent par des virages colorés spontancs ou révéles par [*addition
de réactifs. Les tests d assimilation sont inoculés avec un milieu minimum ainsi les bactéries
cuitivées seulement sont capables d utiliser le substrat correspondant. La lecture des résultats

se fait 4 I"aide du tableau de lecture et I"identification par un logiciel d’identification.

> Préparation de la galerie
Le fond et le couvercle d*une boite d'incubation sont réunis, ensuite environ 5 ml d’eau
distillée stérile sonf réparties dans les alvéoles pour créer une atmosphére humide (figure 14).

La reférence de la souche est inscrite sur {a languette latérale de la boite.
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Figure 14. La galerie AP1 20 NE.

» Préparation de I"inoculum

A partir d"une culture jeune (18-24 heures), une-a quatre colonies d aspect morphologique:
identique sont prélevées par des fouches successives puis mises en suspension dans une
ampoule APT contenant du Na Cl 0,85 %, Une densite suffisante (0,5 de MacFarland) (anmexe
01) est exigee.

7 Inoculation de ks galere

Les tubes des tests NO3 4 PNG sont vemplis en ufilisant la pipetle ayant servie au
prélévement, pour éviter la formation de bulles au fond des tubes, qui empecheraient le
contact entre les bactéries 4 identifier et le réactif ou substrat a tester, la pointe de la pipette
est posée sur le cbté de la cupule tout en inclinant légérement la boite d'inoculation vers
’avant Les tubes et cupules des tests |GLU | a | PAC| sont remplis en veillant & créer un
niveau horizontal ou Jégérement convexe. Enfin, les cupules des trois tests soulignés (GLU,
ADH, URE) sont remplies d*huile de paraffine en formant un ménisque convexe.
A la fin, la boite d’incubation est fermée et incubée @ 30° C pendant 24 heures.

# La lecture de la gaierie

Aprés incubation, la lecture de la galerie doit se faire en se référant au tableau de lecture
(annexe 02), Les résultats de toutes les réactions spontanées (GLU, ADH, URE, ESC, GEL,
PNPG) sont notés sur la fiche de lecture. Les deux tests NO3, TRP sont révélés par I"ajout des

réactifs spécifiques.
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Dans la cupule NO3 des gouttes de réactifs Nitl et Nit2 sont ajoutées, aprés 03
minutes la couleur rouge est indiquée une réaction positive, 4 noter sur la fiche des resultats.
La réaction négative peut étre due & la production d’azote.

s Test TRP:
Des gouttes de réactif de Kovacs, la couleur rose diffusant dans toufe la cupule indique une

réaction positive,

5. Production et dosage d’auxine
L’auxine étudiée ¢’estl’indole-3- acide acétique(AIA), La quantification de I'ATA est évaluée

par une méthode colorimétrique et 1’absorbance est déterminée par spectrophotometre [44].

» La préparation de solution de tryptophaune
La solution de tryptophane est préparée par I"ajout de S00mg de tryptophane & 100ml
de milien TrypticsoyBroth (TSB) (annexe 01). la solution de fryptophane est stérilisée par
filtration 2 I’aide un papier filtre:de 0,2 pm, cetle solution est conservé dans un flacon ombré

4 4°C jusqu’a "ufilisation [45]:

> Dosage de Ia production de ’indole-3- acide acétique

La synthése de I’AIA au dépend de tryptophane comme précurseur est étudié a différentes
concentration de fryptophane, les concentrations étudiées sont: Omg/ml, 0.25mg/ml,
0.5mg/ml et Img/ml. De méme, la production de ATA est étudiée a deux intervalles de temps
(apres 24 et 48 h d’incubation)

Le dosage est réalisé selon le tablean ci-dessous (tableau 1). Chaque tube est ensuite
inoculé avec 20 pl d’une suspension baciérienne de 18 h avec une charge microbienne
équivalente 4 0,5 Mac Farland. Aprés inoculation ef agitation, les tubes sont incubés & 1"étuve
de 30°C pendant 24 et 48 h. trois réplicas sont réalisés pour chaque intervalle de temps. et
chaque conceniration en tryptophane.
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Tableaun 1. Concentrations de trvptophane étudices.

Milieu TSB | 4ml 4ml dml 4ml
initiale dans le

tube

Solution de | 1ml 0,5m] 0,25ml OmJ
tryptophane

Milien  TSB | Oml 0,5ml 0,75ml 1ml
sterile

Volume finale Sml Sml Sml Sml
Congentration | 1mg/ml 0,5mg/ml 0,25mg/ml Omg/ml
de tryptophane

Apres incubation, le contenu de chaque tube est centrifugé 4 4000g pendant [Omin 4
4°C, ensuite, l¢ surnageant de chaque tube est récupeéré. Pour le dosage de AIA 1ml de
surnageant est mélange avec 4ml de réactif de SalKowski (annexe 01), les tubes sont incubés

pendant 20min & |’obscurité a une température ambiante. L. absorbance est mesuré a4 535nm

|16,

6. Etude de Ia capacité d’inhibition de phytopathogeéne

Ce test est réalisé pour veérifier la capacité de la souche a inhiber la croissance de
microorganismes phytopathogénes. Dans cette étude la souche isolée est testé confre un
champignon phytopathogene (Fusarium oxysporum).
La souche de Fusarmum oxysporum est cultivée sur la gélose Sabouraud (annexe 01), & partir
de cetie culture, des disques sont coupés est déposé au centre d*une boite de Pétri contenant le
milieu PDA (Potato Dextrose Agar) (annexe 01), ensuite, une culture fraiche de la souche
bactérienne est étalée par stries sur les quatre coins de la boite de Pétri (d"une distance de 1,5
cm du bord de Ia boite). Des boites de Pétri qui ne contiennent que le disque de echampignon
sont utilisés comnie gontrole. Trois tépétitions sont utilisées pour chaque test [47).
Les boites sont incubges 4 30°C pendant 72 h et la lecture des résultats est réalisée par mesure
de diameétre de croissance de champignons, les résultats sont exprimés selon la formule

suivanie :
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Pourcentage d’inhibition = |(R1-R2)/R1]*100
R1 =diametre de croissance de champignon dans la boite de control

R2 = diameétre de croissance de champignon dans les boites tests
7. Analyse statistique

Les données sont traitées par le logiciel statistique origine version 6. Elles sont soumises &

ume analyvse de la variance ANOVA 3 un seul facteur.
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1.Isolement et purification des souches bactériennes

La culture des suspensions de sol dilué sur le milieu B de King est permet de révéler la
présence de pyovetdine & 1 ceil nu ou & une lampe UV. La présence du pigment fluorescent est
révélée dans toutes les boites, seulement les boites ol les colonies sont bien séparées sont
utilisées pour I'isolement de souches pures, gréce 4 la forte dissociation et la diffusion de la
pyoverdine dans le milien de culture, 1’isolement est basée seulement sur la morphologie des
colonies bien séparées. Parmi 30 souches isolges, une seule est révélée fluorescenie et qui a

été purifiée aprés par plusieurs repiquage sur le milicu B de King (figure 15).

Figure 15, La révélation de la présence de la pyoverding a 'eeil nu et sous Ia lampe a

iltraviolet.

2. Tdentification de }a souche fluorescente
2.1 test préliminaire d’identifieation

Ces tests soni réalisés afin de s’orienter vers la galerie Api la plus convenable pour
I'identification phénotypique de la souche, il 5agit de : la coloration de Gram, le test de
catalase, le test d*oxydase et la mobilite.

L observation au microscope aprés la coloration de Gram est révelée la présence des bacilles
bien jsolées colorées en rose, ce qui signife que la souche est une bactérie a Gram négatif.
L apparition de couleur violette sur le disque est indiqué la présence de la cytochrome
oxydase. La souche étudiée est incapable de dégrader 'eau oxygenée (catalase négative). La
culture sor milien mannitol mobilité est montré une dégradation de mannito] et une diffusion

de croissance au niveau de la piqure ce qui indique que la souche est mobile (figure 16).
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Figure 16. Résultat de test de la croissance dans le milieu mannito] mobilité.

2.2 1dentification phénotypique par la galerie Api 20 NE

Aprés les tests préliminaires d*identification, la galerie Api 20NE est apparue la plus

convenable pour I'identification. Le résultat de la lecture de la galerie est résumé dang le

(tableau 2).
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Tableau 2. Résultat de test d’identification de la souche isolée par la galerie Api 20 NE.

| Test | Résaliat
NO3 |+
TRP | -
GLU [+
ADH | -
ESC |+
GEL |+
PNG |-
GLU |-
MNE | -
MAN | +
NAG |+
MAL |-
GNT | -
CAP |-
ADI |+
MLT [+
CIT |-
PAC |-
ox |+
Psewdomonas fluprescens
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3. Etnde de 1a eapacité d’inhibition de phytopathogéne

Les résultats de test d’antagonisme de Pseudomonas fluorescens contre Fusarium oxysporum

sonf résumeés dans le (tableau 3). la souche testée est inhibée la croissance mycélienne par un

minimun de 12,5% et in maximum de 30% , ce qui a donné une moyenne de 1 22,50% .

Tableau 3. Valeurs des pourcentages d’inhibition de Fusarium oscysporum par Pseudomonas

Sfluorescens.

Diamétre de eroissance

Boites controles Boites tests Y% d inhibition moyenne=: egartype
4,00 om 2,80 cm 30,00

4,00 cm 3,00 cm 25,00 22,50 £7,35

4,00 cm 3,50 cm 12,50

Comme elles représente la figure 17, Lors de la compétition iz vitre sur boite de Pétri, la

structure de champignon phytopathogéne apparait altérée et deésorganisée suggérant la

sécrétion de moléeules de défense par la bactérie Pseudomonas fluorescens qui le enfour:

Figure 17. Résultat de |’effel antagoniste contre Fusuritui oXysporun,

Dans "ensemble. les bactéries ayant un impact positif sur la croissance de la plante (par le

biais d’un effel profecteur ou via une stimulation dé $a croissance) ont communément &té

regroupées sous le terme de rhizobactéries promofrices de la croissance des plantes, ou PGPR

»
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(Plant Growth Promoting Rhizobacteria), Parmi cette flore elle figure I'espéce Pseudomonas
fluorescens par ses effets trés positifs sur la croissance de plantes, et qui a dans cette étude un

effet antagoniste contre Fusarium oxysporum.

En effet, Fusarium oscysporum est un champignon qui appartienmt & la communauté
microbienne tellurique, notament dans la microflore rhizosphérique et présente des formes
phytopathogénes hautement spécifiques sur les hotes variables, induisant des fléfrissements
vasculaire appelié aussi la fusariose qu’elle est exprimé par la pourriture racinaires et ducollet

chez les plantes [48].

Plusieurs études ont rapporté la capacité de rhizobactéries promotrices de croissance & inhiber
ce champignon [49, 50], Van Peer et ses collaborateurs [51] ont observe une accumulation de
composés antifongiques significativement plus rapide chez les plants traités par Pseudomonas
Jluorescens aprés infection par Fusarium oxysporum, alors qu'aucune différence n’avait pu

étre détectée avant I’introduction du pathogéne.

Selon la littérature, cette inhibition peut se faire selon plusieurs mécanismes, comme elle peut

étre lié & la production de plusieurs types de métabolites.

I*inhibition du chamignon pew &ue hée 4 la produchion de fa pyoverdine qui représenle un
sidérophore produit par Psewdomonas fluorescens, ce mctabolife a une grande affinité pour lc
fer, elle peut inhiber la croissance par compétition avec le pathogene pour le fer [31,52].
Selon d’antre étude, Iactivité antifongique est due 4 la production dacide organique [53.54].
Cependant, d'autres suggérent que V'effet inhibitenr est du a la production de cyanure
d’hydrogeéns, qui représente um métabolite secondaire produit par cette bactérie et qui a une

activité antifongique [47].

Plusieurs espices appartenant au genre Pseudomonas (P.putida, P.aerugimosa, P.chlororaphis
et P.cepacia,,..) sont capables d'inhiber la croissance de Fusarium oxysporum [S1, 52, 53,55,
56]. Dans une étude, Psendomonas fluorescens a inhibé la croissance par un pourcentage de

65% [47].
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4. Dosage de la production de "acide 3 indole acétique

Les résultats de la production de I’AIA ¢n absence et en présence de tryptophane a
différentes concentrations ainsi que en fonction de la durée d*incubation sont résumés dans le

tableau 4.

Selon ces résultats;, la souche de Pseudomonds fluorescens étudiée est capable de produire
’AlA méme en absence de tryptophane, 4 24 h d’ibcubation une production de 0,06 mg/ml

est observée, une variation non significative de cette production est observée 4 48 h (P > 5%).

La production de ’AlA augmente significativement (P < 5%) avec ’augmentation de la
concentration de tryptophane, 4 la dose maximale de tryptophane étudiée, une production de
0,11 mg/ml est enregistrée aprés 24 h et de 0,17 mg/ml aprés 48 h d’incubation. En effet, a
partir de la dose 0,25 mg/ml une corrélation linéaire est observée entre la production de I'ATA
et la dose de iryptophane (figure 18), oit le coefficient de détermination R? était de 1"ordre de
0,911 apres 24 h d’incubation et 0,997 aprés 48 h,

Tahleau 4. Concentrations (mg/ml) de la production de I"agide 3 indole acétique en fonction
du temps d’incubation et [a concentration du fryptophane (annexe 03).

Concentration de 24h 48 h P
tryptophane

N _ 0,3311

Omg/ml 0,06167 +0,00924 | 0.07933 +0,0261
0.16208

0,25mg /ml 0,065 = 0,00794 | 0,07667 = 0,00874
0.0146

0,5mg /ml 0,06667 + (,01069 | 0,10567 =0,01242
0,04253

Img /ml 0,11233 + 0,0225 0,17667 = 0,03055

p# 0,00604 0,00146

P : Probabilité de I"analyse de la variance en fonction du temps.
P¥: Probabilité de 1’analyse de la variance en fonction de la dose de tryptophane.

3
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Figure 18, Relations entre la concentration de tryptophane et la production de 1'acide 3 indole
acéligque selon la duide Jincubalivi,

Selon la littérature, la prodioction de I’ ATA par les rhizobactéries est réalisée selon différentes
votes, dont la plupart utilisent le tryptophane des exsudats racinaires comme précurseur de
production, Tes voies les plus répandues qui utilisent le tryptophane sont : Ia 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 [57].

En effet, la voie de Tryptophane oxydase en chaine latérale est connue seulement chez
I"espéce Pseudomonas fluorescens CHAO, dans cette voie, le tryptophane est directement
converti en indole-3-acétaldéhyde, ensuite il est transformé en AIA. D’dutres especes telles
que Pseudonionas syringae utilisent la voie d’indele-3-acetamide, dans cette voie, le
tryptophane est d’abords transformé en indole-3-acétamide par le biais de trp-2-mono
oxygénase, ensuite, [indole-3-acétamide est converti en AIA par I'intermédiaire de I'"TAM
hydrolase [57].

Plusieurs études ont rapporté la capacité des différentes espéces du genre Pseudomonas &

produire les phytohormones de type auxines et plus précisément I’AIA [15, 58]. Une

3z
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production entre 3. 316 mg/l et 76,69 mg/l est observée en absence de tryptophane et de
méme, une production entre 3,977mg/l et 67,687 mg/l est observée avec une guantité de 50
mg de tryptophane. Dans une autre étude, une souche de Pseudomonas sp isolée de la
thizosphére de pomme de terre est capable de produire 1’AIA avec une dose de 56,5 ug/ml
avec 0.5 mg/mi de tryptophane et 52,6 pg/ml en absence de ce précurseur [15].
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Conelusion

Cette éiude a permet 1'isolement de I'une des bactéries promotrices de croissance qui
vive dans la thizosphére du blé dure, Les tests biochimiques d’identification ont permet de
s”orienter vers 'espéce Pseudomonas fluorescens. La souche isolée produit des sidérophores
sous forme de pyoverdine et qu’ils représentent des chélateurs de fer trés puissants. Les tests
réalisés ont permet de quantifier 13 production d'ume phytohormone de type auxine, plis
précisément, I'acide 3-indole acétique, la souche isolée pent produire "acide 3-indole acétique
en absence et en présence de trypfophane a différentes concentrations, dont, la concentration
de I'acide 3-indole acétique augmente avec I’augmentation de la dose de iryptophane, de
méme, la coneentration de cette hormone augmente avec la durée d’incubation. Pseudomonas
fluorescens possede un effet antagoniste vis-a-vis Fusarium oscysporum qui est un
champignon phytopathogéne, )

Apres ces résultats nous pouvons conclure que la souche Pseudomonas fluorescens a deux
effets bénéfigues pour la plante, elie est classée comme un régulateur de croissance & travers
la production de la phytohormone et comme un agent de lutte biologique 3 travers |'inhibition

de Fusarium oscysporum.

De nouvelles perspectives peuvenl élre envisagées par une €lude plus poussée, d une parl,
I"¢tude quantitative ct qualitative des autres phytohormonces, 1"¢tude qualitative des auxines
produites et I"étude qualitative des molécules responsables de I'inhibition de Fusarium
oscysporum, et d’autre part. ["étude de I'effet directe sur des plantes en réalisant des moculum

17 vivo.
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Annexe 01. La composition des milieux utilisés

Eau physiologique

Composition en g/l

N B e e e e e e e e

Eau distillé., ... ..o oo i e v e

B de King
Composition en g/l

Peplone ... .o.covoeie o e e e e e e

Glye€rol. . ..: wei v 5o swwss: saa samoi 53 vaass 5o s 53 w2 ssaasaossssss sassvmassssssasss
Phusphate bi polassique anhydie (K2ZHPO4). . oo e by
Sulfate de magnésium (MgSO4TH2O).. o i o

IR LT« L 31 (<SR

PH=7

Mannitol-Mobilité

Peptone pancréatique de viande . . .. ... ... . ..
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Nitrate de pofassiim. . . ... . o

Rouge de phénol solution & 1%/7. . oo o o s e i e

Annexe 01
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Annexe 01

La solution de 0.5 Mac¢ Farland

L7étalon 0.5 Mac Farland est préparé en versant 0,5m] d'une solution de Bacl2
dihvarate a 1% (10g/1), dans une éprouvette de 100ml compléter a 100ml avec du
H2804 a 1% (10ml/ly ainsi préparé, il doit avoir une DO de 0.08 4 0.11 lue & 625nm.

TrypiicsoyBroth (TSB)

Composition en g/l

TYPRONIR. ..., .. .on ves ces oemoe e mmeee s oo 5o 5 oo £ b e o' W Vi Won o o o 0 3 o5 o e T O B
NACLL. oo i e e i i e s s e e s s e EeE Sed 5e a6 SR mes 5 ae 53 pe e seseedy O B
PEPLOME. .. 1oe cos ot eesi e i s e e et e e e tes s e et e ey ee s et e vy eeene et O
IO . o cvuen e v e 55 sm e 23 e 25 o et S EMA 2 ET4T. 53 WBE EEL NEE STeTA 51 ek 22i i ol D
2 T OO PO URRPTONG
BT L 1 SRS | |11 ¢

PH=7

Le¢ réactif de SalKowski

Solution aqueuse de FeCl3 filtrée (6 ,75&/50ml) .....oviiii i o vn 27, Sl
L7acide SULPIEIGUE. .. .. vovee i e e in e oo e e e e e e e eee e 150
IR R oiral 0 | R VO VRN PSP . ¢
Sabouraud

Composition en g/l
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PH6,8-7.0a25°C

Potato Dextrose Agar (PDA)

L’extrait de pomme de terre (200g de potato +1000ml d’eau distillé_.. ... ..,..200 ml

G]—ucose---' B T I b T T s A L e S S P ..-...'.."...2‘0 g
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Tableau de lécture de la galerie API 20 NE.

Annexe (02
eSS — — — - —— — —— ——— — ——— 3

test Composants QTE Reactions/enzymes Résultats negatif | Resultats
actifs (mg/m) positif
NO; | Potassium nitrate | 0,136 | Réduction des nitrates en [ncolore 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 & vert Jaune
ADH L-argenine 1,92 Arginine DIHydrolase Jaune Orange/rose/ |
Rouge
URE Urée 0,76 UREase Jaune Orange/rose/
Rouge
ESC | Esculinecitrate 0,56 Hydrolyse Jaune Gris/marron/
de fer 0,072 (Bgalactosidase) Noir
( ESCuling)
GEL | Gélatine (origine | 0,6 Hydrolyse(protéase) Pas de diffusion du | Ditfusion du
bovine) { GELatine) plgmenti piment noir
PNPG | 4-nitrophényl- 0.22 B-galactosidase ( para- Incolore Jaune
BD- nitrophényl-BD-
. galactopyranoside salactopyranosidedase)
GLU D-glucose 1,56 | Assimilation (GLUcose) Transparence Trouble
ARA L-arabinose 1.4 Assinmlation( arabinose) Transparence Trouble
MNE D-mannose 1.4 Assimilation (mannose) Transparéence Trouble
MAN D-mannitol 1,36 Assimilation (mannitol) Transparence Trouble
NAG N-acétyl- 1,28 Assimilation (N-acétyl- Transparence Trouble
glucosamine glucosaming)
MAL D-maltose 14 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 maligue 1,56 Assimilation (malate) Transparence Trouble
CIT | Trisodium citrate 2,28 Assimilation (tr1 sodium Transparence Troubls
citrate)
PAC Acide 0,8 Assimilation (acide Transparence Trouble
phiénylacétique phénylacétique)
OX | Voire notice du - Cytochrome-oxydase Voir notice du test
oxvdase oxydase
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y=11%4x
R*=0.9
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tigure 19. La courbe d"étalonnage,
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Résumé

L objectif de ce fravail est Iisolement et 1’étude des bactéries thizosphériques
appartenant au groupe de Pseudomonas spp fluorescents,  partir de la rhizosphére du blé
tendre et du blé dur de la région de Guelma. Ainsi que "étude de la capacité de ces souches a
produire I"acide 3-indolacétique (AIA) et & inhiber in vitro Fusarium oxysporum.

Grace a4 la forte diffusion de la pyoverdine sur le milieu B de King, une seule souche
fluorescente est isolée. Les tests biochimiques d’identification par la galerie api 20NE ont
permet de s"orienter vers espéce Pseudomonas fluorescens. La détection et la quantification
de I'ATA est révélée par la méthode colorimétrique de Salkowskd, le test est réalisé en milieu
TSB en présence de tryptophane a différente concentration (0-0,25-0.5 et | mg/ml) et la
lectute est réalisée en deux intervalles de temps, apres 24 b et 48 h dincubation, La souche
isolée produits I’ATA méme en sbsence de tryptophane, de méme cette production augmente
avec ['augmentation de la concentration de tryptophane et avee la durée d’incubation, dont la
production Ja plus importante est de 0,17 mg/ml.

L’espéce phytopathogene Fusarium oxysporum est tévélée sensible 4 ['action de
Psendomonas fluorescens, un pourcentage dinhibition de la croissance de [ordre de 30% est
observé,

La souche rhizosphérique isolée révéle des activités promt_)trii::'es tres intéressantes a travers la
production de I’ATA et I"inhibition de phytopathogene, et il est indispensable de confirmer ces

capacités directement i vivo sur des plantes,

Mots clés: Le sol rhizosphérique, Pseudomonas fluorescens. acide 3-indolacétique,

Fusarivm oxysporum,
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} Abstract

-~ HE - —

The objective of this work was the study of thizosphere bacteria belonging to the

aroup of Tuorescent Pseialononas spp.

Strajns were 1solated from wheat rlizosphere (common and durum wheat) of agricultural
aress of Guelma using the King's B meditm. Due 1o the forte dissocfanon of this plgment.
just one fluorescent hacterium was obtained. The ability of this stram 1o produet 3-indel acetic
acid (LAA) was studied using Salkowsks colorimetric method. the test 18 carried out inirypte
soy broth (TSB) mediur in the preserice of trvptophanat different concentrations (0. 1.25. 0.5
and\me mi) and the reading 1s carvied aut in two times lots, afier 24hand 48h.The antifungal
aetivity of this strain was tested agalust Jusaritn axysporuni using Polate dextrose agar
{PDA)Y medium,

The isolated sirain can produce IAA even in the absence of uyprophan with concentration of
(. 11243 mg'm| after 24 h and 0.17 mg ml alte) 4Bl The production af IAA increase with
increasing of tryptophan coneenuration, in addition. this production is mare enhanced after 48

h.of incubation, The highest recarded productionof LAA was 0. 17mg mil,

The ph ytopathogen (/usarizmn oxvspormm) is revealed sensitive to the action of Psendomanay
Auoreseens, An inhibition perceniage of 30% is observed.

‘The isolaied strain was revealed interesting promoter activities through the produchion of JAA
and mlhibriion of the phympathpgen-1 which make interssting to studv thess ecapabilities

directly on plants,

Ikey words: Rhizosphere. Psexdvmonas fluoreseens, 3-indoleacetic acid Fisarnim

OV,
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