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Résumeé :

Les bactéries favorisant la croissance et controle des plantes dites PGPRs, ont de
plus en plus acquis une importance scientifiques, biotechnologiques et agriculturale. Dans
ce travail. Je vise d’isoler d’identifier et de caractériser quelques isolats de groupes
Pseudomonas en tant que PGPR. Onze isolats rhizosphériques qui ressemblent au
Pseudomonas ont été sélectionné, neufs permis eux qui ont prouvé la production de
fluorescence KBZ1, KCZ2, KAZ3, KDZ4, KCYS5, KDY6I, KDY6IL, KBY7, KCX9 ont
pass€ aux plusieurs tests de caractérisation et de PGP . Les resultats obtenus ont montré
que la valeur maximale pour le test d’AIA été¢ de 8.86*+0.46ug/l (KDY®6II) et la valeur
minimale été¢ de 3.10°+0.61ng/l (KBX10) pour la production de I’AIA . Concernant La
solubilisation du phosphate la valeur maximale été de 533.39%+1.23 (KAZ3) quant a la
valeur minimale, elle été de 233.33+0.85(KCZ2). Pour la production de I’HCN cing
isolats ont présenté une production positive et six isolats ont été négatives. Tous les isolats
ont fixé 1’azote. Pour la solubilisation du =zinc , la valeur maximale été de

500.33%+1.52(KAZ3) et une valeur minimale été de 280+1 (KCZ2).

Mots clés : Pseudomonas, PGPR, AIA, HCN, solubilisation du phosphate,

solubilisation du zinc, fixation d’azote.



Abstract :

Plant growth promoting and controlling bacteria, known as PGPRs, have increasingly
gained scientific, biotechnological and agricultural importance. In this work. I aim to
isolate, identify and characterize a few isolates of Pseudomonas groups as PGPR. Eleven
rhizospheric isolates resembling Pseudomonas were selected, nine of which demonstrated
production of KBZ1, KCZ2, KAZ3, KDZ4, KCYS5, KDY6I, KDY6II, KBY7, KCX9
fluorescence and passed multiple characterization and PGP tests. The results obtained
showed that the maximum value for the AIA test was 8.86%+ 0.46ug/l (KDY6II) and the
minimum value was 3.10°£0.61 ug/l (KBX10) for the production of AIA . Regarding the
solubilization of phosphate, the maximum value was 533.39% + 1.23 (KAZ3) as for the
minimum value, it was 233.33™ 0.85 (KCZ2). For the production of HCN five isolates
showed positive production and six isolates were negative. All isolates fixed nitrogen. For
the solubilization of zinc, the maximum value was 500.33%+1.52 (KAZ3) and a minimum

value was 280"+1 (KCZ2).

Keywords: Pseudomonas, PGPR, AIA, HCN, phosphate solubilization, zinc

solubilization, nitrogen fixation.
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Introduction

Introduction

Le sol est un fantastique réservoir de microorganismes, en termes de diversité et de
densité. 11 a été estimé qu’un gramme de sol contenait de 10'° a 10'! bactéries, et de 6 000
a 5 0000 especes bactériennes (Curtis et al., 2002; Horner-Devine et al., 2003).
Certainsde ces microorganismes jouent un réle clé dans un grand nombre de processus
incluant : D’acquisition d’¢léments nutritifs pour les plantes, les cycles géochimiques
comme celui de 1’azote, et la structure du sol (Kowalchuk et Stephen, 2001 ; Rillig et

Mummey, 2006 ; Pivatoet al., 2009).

Les rhizobactéries qui favorisent la croissance des plantes, connues sous le terme
PGPR, stimulent directement la croissances de celle —ci en augmentant le prélévement
des ¢léments nutritif du sol. En effet, les PGPR interviennent sur la croissance des plantes
selon plusieurs mécanismes. Ces bactéries sont capables de faciliter la croissance des
plantes directement en aidant a l'acquisition des ressources (azote, phosphore et minéraux
essentiels) ou par modulation des niveaux d’hormone végétales (Munees et Mulugeta,
2014), ou indirecte par production des antibiotiques ou par induction de systeéme de
résistance et production des sidérophores phytoprotectrices (kirdibillal, 2011).

Les microorganismes du sol peuvent étre bénéfiques en affectant positivement la
qualité du sol et la croissance des plantes,. La diversit¢ des communautés bactériennes
rhizosphériques est influencée a la fois par le sol, sa composition, ses
caracteresphysicochimiques, ainsi que par les exsudats racinaires produites par les plantes.
Parmi cette grande diversité bactérienne, un groupe de bactéries communément appelé
PGPR, « Plant Growth Promoting Rhizobacteria », est capable de coloniser la rhizosphére

des plantes et d’apporter un effet positif a leur croissance (Kang et al.,2012).

Plusieurs recherches ont montré que les PGPR ont des effets bénéfiques sur les
plantes, ces rhizobactéries peuvent procurer a la plante 1’azote sous forme d’ammonium

par leurs associations avec les plantes (Kennedy et al. ,2006 ; Ficher etal., 2007).

De plus, ces PGPR peuvent aussi synthétiser les hormones de croissances
(phytohormones) pour stimuler la croissance de la racine et aussi la plante (Baca et

Elmerich, 2007).



Introduction

Parmi les bactéries d’intérét agricole (PGPR) les Pseudomonas font 1’objet d’une
attention particulicre. Leur utilisation dans I’agriculture en tant que biofertilisants offre un
bon rendement méme dans des conditions séveres (Ali et al., 2009 ; Bano et Fatima,

2009).

Elles sont connues comme promotrices de la nutrition et la croissance des plantes
par la solubilisation de minéraux comme le phosphore ou par la production de
sidérophores. Elles peuvent modifier la morphologie et la physiologie racinaire par la
production de régulateurs de croissance comme les auxines. Elles peuvent également
augmenter le niveau de résistance des plantes aux maladies diverses grace a leur activité

antagoniste vis-a-vis de pathogenes (Lemanceau, 1992).

L’objectif de cetrecherche a été d’évaluer quelques activités PGP de Pseudomonas

et leurs effets sur lacroissances des plantes.






Chapitre I : Revue bibliographique

I.1.Généralité sur la rhizosphére

L’introduction du mot «rhizosphere» a été effectué en 1904 par Lorenz
Hiltner (Anton et al.,2008), bactériologiste spécialiste de microbiologie du sol et
professeur d'agronomie au collége Technique de Munich (Lombi er al, 2001).Le
mot « rhizosphere» a ¢ét¢ composé en plusieurs mots, le « Rhizo » c’est un mot
grec rhiza signifiant racine. « Spheére » vient du latin sphaera (méme sens), mot
provenant lui-méme du grec ancien sfaira (signifiant balle, ballon, ou globe). La
sphere est le champ d'influence du systéme racinaire. La rhizosphére est aussi
appelée la moitié cachée (the hiddenhalf en anglais) en raison du volume qu'elle

occupe, par rapport au volume de la plante (Bowen et Roriva, 1991).

I.1.2.Définition :

La rhizosphere est la région du sol qui situe sous les racines des plantes
et soumise a leur influence directe. C’est un lieu d'intenses échanges entre le
végétal et le substrat minéral. Qui peut étre affect¢ par le tassement du sol, un
ennoiement durable, sa salinisation, son eutrophisation ou la pollution, ou encore
par des phénomenes d'aridification, aussi elle est la région d'activité microbienne
intense (Anoua et al.,1997).

I.1. 3. Activité de la rhizosphére :

La libération des exsudats racinaires par les plantes qui sont constitués des
substances organiques carbonées et azotées : polysaccharides, acides organiques
et protéines (Mench, 1985) vont conduire au développement de la microflore
pathogéne ou non pathogéne. Ainsique des propagules fongiques se développent
d’'une fagon saprophyte jusqu’a la racine qu’elles peuvent infecter et
éventuellement parasiter en réponse a [’apport énergétique représenté par les
exsudats racinaires (Schroth et Hildenbrand, 1964). De méme, la densité des
bactéries est plus élevée dans la rhizosphére que dans le sol distant des racines : il
s’agit de «l’effet rhizosphére» (Foster et Rovira, 1978). La composition et la
quantité des exsudats racinaires conditionnent également la nature des activités
bactériennes qui résultent la synthése de métabolites tels que les sidérophores,
antibiotiques, substances de croissance, acide cyanhydrique (HCN),

lipopolysaccharides (Lemanceau, 1992).
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I.1.4. La microflore de la rhizosphére

Le sol n’est pas simplement le support dans lequel les plantes s’enracinent
et puisent les éléments nutritifs indispensables a leur développement .Le sol est
un réservoir important de micro-organismes (champignons et bactéries), en
termes de diversité et de densité. La microflore du sol est complexe, elle
comprendre des bactéries des champignons des protozoaires et des virus. En effet,
un gramme de sol végétalis€ contient environ 1 milliard de bactéries réparties en
5 a 25000 especes dont la plupart ne sont pas encore connues. Les bactéries sont
les microorganismes les plus abondants et métaboliquement les plus actifs du sol.
On estime 1 gramme de sol quand peut contenir jusqu’a 10° bactéries par examen
microscopique direct (Malek, 2015).Les actinomycetes constituent 1’ordre des
actinomycetes. Ce sont des bactéries filamenteuses, ramifiées, (Larpent et al,
1989).Les mycete sont également présents dans le sol, leur biomasse est sans
doute trés variable suivant les cas et peut attendre entre 120 Kg/ha et plus d’une
tonne, dans les sols normaux (Dommergues et Mangenot, 1970). Leurs activités
métaboliques sont multiples et fondamentales a [’équilibre écologique des sols.
De nombreux travaux indiquent la prédominance de : Mucor, Trichoderma et

Aspergillus (Noumeur, 2008).

I.2.Les rhizobactéries promotrice de la croissance des plantes

(PGPR)

Une flore bactérienne diversifiée, connue sous 1’abréviation PGPR (plant growth
promoting  rhizobacteria), rhizobactérie  promotrice de la  croissance des
plantes.Les PGPR interviennent sur la croissance des plantes selon plusieurs
mécanismes, de maniere directe ou indirecte. Ces bactéries sont capables de
coloniser efficacement les systémes racinaires et influencent de manicre
bénéfique la plante en stimulant sa croissance et/ou en la protégeant contre des

infections par des agents phytopathogenes (Khan ez al., 2009) (Figurel).
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Figure 1: Interactions entre plantes et bactéries coopératives dans la rhizosphére

(Khan et al., 2009)

1.2.1. Effet directe des PGPR sur la plante :

Les bactéries PGPR facilitent et favorisent la croissance des plantes
directement en aidant a l'acquisition des ressources (azote, phosphore et minéraux
essentiels) ou par modulation des niveaux d’hormone végétales (Munees et

Mulugeta, 2014).

I1.2.1.1.Fixation d’azote :

L'azote (N) est le nutriment le plus vital pour la croissance et la productivité
des plantes. Bien qu'il y ait environ 78% de N; dans l'atmosphere, il est
indisponible pour les plantes en croissance. Le N> atmosphérique est converti en
formes utilisables par la plante par la fixation biologique de N> par les bactéries
en utilisant un systéme enzymatique complexe appelé Nitrogénase et cela par

deux mécanismes ; symbiotiques et non symbiotiques(Kim et Rees, 1994).
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1.2.1.2.Solubilisation du phosphate

Le phosphore et le deuxiéme nutriment important limitant la croissance des
plantes apres [’azote, il est largement disponible dans le sol sous deux forme
organique et inorganique (khan et al, 2009).I1 joue un rdle pratiquement
important dans tous les processus métaboliques majeurs dans les plantes, y
compris la photosynthése, le transfert d'énergie, la transduction du signal, la
biosynthése macromoléculaire et la respiration(Khan et al., 2010). Les plantes
sont incapables d'utiliser le phosphate car 95 a 99% de phosphate présents sous la
forme insoluble, immobilisée et précipitée. Les plantes absorbent le phosphate
uniquement sous deux formes solubles: les ions monobasique (H2POs) et basique
(HPO4) (Govind et al., 2015). En effet, il a ¢ét¢ démontré que certains
microorganismes du sol sont impliqués dans la solubilisation des phosphates
insolubles. Notons que ces microorganismes produisent des acides organiques et
relachent des protons, qui a travers leurs groupements carboxyliques, chélates les
cations fixés aux phosphates insolubles ce qui permet de les convertir en formes
solubles (Salma, 2015).
1.2.1.3.Solubilisation du potassium

C’est le troisieme nutriment majeur important pour les plantes. Les
concentrations de potassium soluble dans le sol sont généralement trés faibles et
plus de 90% de potassium dans le sol existe sous forme de roches insolubles et de
minéraux de silicate (Parmar et Sindhu, 2013). En outre, en raison de
l'application déséquilibrée des engrais, la carence en potassium devient l'une des
principales contraintes dans la production végétale. Selon Kumar et Dubey(2012),
les micro-organismes de sol jouaient un role clé dans le cycle K naturel et par
conséquent, les microorganismes solubilisant de potassium présents dans le sol
pourraient fournir une technologie alternative pour rendre le potassium disponible

pour l'absorption par les plantes (Rogers et al., 1998).

1.2.1.4.Production des phytohormones :

Une large gamme de microorganismes trouvés dans la rhizosphére est
capable de produire des substances qui régulent la croissance et le développement
des plantes. Les rhizobactéries favorisant la croissance des plantes produisent des
phytohormones telles que les auxines, les cytokines, les gibbérellines et I'éthylene

peuvent affecter la prolifération cellulaire dans I'architecture racinaire par la
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surproduction de racines latérales et de racines avec un accroissement subséquent

de l'apport d'¢léments nutritifs (Arora, 2013).
1.2.1.4.1. Production de I’acide indole acétique :

L’acide indole acétique est une auxine considérée comme la phytohormone
la plus répandue, la plus produite par les PGPR. Il joue un rdle trés important
dans 1’¢longation des racines et dans la prolifération des poils absorbants
(Spaepen et al., 2007), c’est un acide faible formé d’un noyau indole et d’une
courte chaine latérale carboné pourtant le groupement carboxyle. Il fonctionne
comme une molécule signal importante dans la régulation de développement des

plantes (Ashrafzzaman et al., 2009).

L’analyse du r6le de I1I’AIA montre que les bactéries utilisent cette
phytohormone pour ¢établir des interactions avec les plantes dans le cadre de leur
stratégie de colonisation de ces derni¢res (Rayan et al., 2008). 1l est généralement
produit par les PGPR en utilisant les exsudats racinaires libérés dans Ia
rhizosphére sous forme des métabolites secondaires. Les PGPR sont connues
exclusivement pour leur capacit¢ de fixation d’azotes mais elles également
signalé aussi pour produire des quantités importantes d’AIA (Ahmed et al.,

2008).

1.2.1.4.2. Production de I’Aminocyclopropane-1-carboxylate désaminase:

L'ACC est le précurseur direct de 1'éthyléne. La biosynthése de I'éthyléne se
faite par les plantes a partir de la méthionine. La premicre étape est la syntheése de
la S-adénosyl-méthionine, suivie de sa conversion en acide aminocyclopropane-I-

carboxylique (ACC)(Adams et Yang, 1979).

L'é¢thyléne gazeux produit de manicre endogeéne par les plantes a plusieurs
effets sur leur développement et agit comme molécule secondaire de signal dans
I'induction des défenses de la plante. L'éthyléne est impliqué dans beaucoup de
processus physiologiques, comme la germination de la graine, la différentiation
de tissus, la formation et 1’élongation de la racine, le développement latéral des
bourgeons, le fleurissement, 1’ouverture de la fleur, la sénescence d'organe, la
maturation de fruit et 1’abscission de la feuille et du fruit. A des concentrations

¢levées, D’éthyléne affecte négativement de nombreuses étapes physiologiques des
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plantes. Une augmentation de la production d'éthyléne agissant comme hormone
sensitive stimule la maturation des fruits et le vieillissement des fleurs. (Cherif,

2014).

Les PGPR posseédent ’ACC désaminase régulent et abaissent les niveaux de
I’éthyléne en métabolisant I’ACC un précurseur de [’éthyléne (Figure 2). L’ACC
désaminase régule la production d’éthyléne en réponse a une multitude de stress
biotiques et abiotiques comme la salinité, la sécheresse et les variations de Ia
température. Les bactéries possédant une ACC désaminase conférent aux plantes

une tolérance relative au sel (Glick, 2005).

L’absorption et I’hydrolyse de I’ACC par les microorganismes diminuent sa
quantit¢ en dehors la plante (Figure 2). L’ACC par les plantes est reprit a
I’intérieur des cellules bactériennes et dégradé par D’enzyme ACC désaminase.

Cet enzyme a été trouvée dans différents type de bactéries (Glick, 2005).

Acide aminés
Exsudation

Allongement et prolifération de cellules

AlA €

SAM
l ACC Svnthase

ACC

ACC oxydase
Ethvline

Figure 2 : Mode¢le schématique du mécanisme d’action de I’ACC désaminase des PGPR (Glicket
al., 1999).

I1.2.2. Effet indirect des PGPR sur les plantes :
1.2.2.1. Productions des antibiotiques :
La production d'antibiotiques est considérée comme I'un des mécanismes de

biocontrole les plus puissants et les plus étudiés chez les PGPR. (Shilev, 2013)
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exemple d’antibiotiques produits par PGPR : [l'acide phénazine-1-carboxyclique
I'oomycineA, les thamnolipides (Fernando et al., 2005).

Ces antibiotiques sont connus pour posséder des activités antivirales,
antimicrobiennes, anti-inflammatoires, anti-oxydantes, cytotoxiques, anti-
tumorales et agissant également sur la croissance de plantes (Fernando et al.,
2005 et Kim, 2012).
1.2.2.2. Induction d’un systeme de résistance :

Les PGPR peuvent déclencher chez la plante un phénoméne connue sous le
nom d’induction de la résistance systémique qui est phénotypiquement similaire a
la résistance systémique acquise qui se produit lorsque la plante active ses
mécanismes de défense en réponse a une infection par un agent pathogeéne (Corné
et al., 2009). Les plantes inoculées avec des PGPR peuvent également fournir une
résistance systémique contre un large éventail de pathogénes végétaux. Les
maladies d'origine fongique, bactérienne et virale et dans certains cas, méme les
dommages causés par les insectes et les nématodes peuvent étre réduits apres
I'application de PGPR (Naznin et al, 2012).I1 confere a la plante un certain degré
de protection a des attaques ultérieures par un phytopathogéne via la stimulation
de mécanismes de défense systémique(Cherif, 2014).
1.2.2.3. Production des Sidérophores :

Les PGPR, notamment du genre Pseudomonas, sont connues pour leur
facult¢ de produire des sidérophores dans le milieu. Ce sont des substances
créatrices du fer, avec une grande affinité au fer ferrique (Fe®"). Elles améliorent
sa disponibilit¢ a leur profit en cas de carence du sol et rendent difficile son
assimilation aux autres populations microbiennes déficientes en cet élément. Ce
phénomene est un aspect de compétition qui participe efficacement a
I’antagonisme contre les agents phytopathogénes en réduisant leurs effectifs dans
le sol. En outre, la plante peut facilement assimiler les complexes de sidérophores
et ainsi promouvoir sa croissance. Les sidérophores peuvent fixer aussi d’autres
métaux dans le sol tels que le magnésium, le manganése et le chromium. D’apres
d’autres études, les PGPR peuvent extraire le fer des sidérophores formés par

d’autres microorganismes (Kirdi, 2011).
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I.3.Diversité taxonomique des PGPR :

Diverses souches de PGPR ont été¢ utilisés avec succés pour les inoculations
des cultures Celles-ci comprennent les membres bactériens du genre Azospirillum
(Cassan et al., 2008), Bacillus(Jacobsen et al., 2004), Pseudomonas(Loper et
al., 2007), Rhizobium(Long, 2001). Ces bactéries sont connues pour s'associer
avec les racines de blé, les graminées tropicales, le mais, et d'autres céréales
(Okon et Hadar, 1987; Lindberg et Granhall, 1984). Les Azospirillum spp ont
été identifiés principalement comme bactéries de la rhizosphére, et leur
mécanisme de coloniser la rhizosphére a ¢été ¢étudié par divers chercheurs
(Steenhoudt et Vanderleyden, 2000). La production des métabolites microbiens
comme les polysaccharides modifie la structure du sol et présente un effet positif
sur les plantes cultivées en stress hydrique. L'inoculation peut favoriser
I’allongement de la racine (Dobbelaere et al., 1999).
1.3.1-Le genrePseudomonas
IT1.3.1.1.Caractéristiques générales

Le genre Pseudomonas est découvert en 1894 par Migula, il appartient au
phylum des Proteobacteria, classe des Gammaproteobacteria, famille des
Pseudomonaceae, ordre des Pseudomondaales (Moore et al., 2006). Ce sont des
bactéries ubiquistes particuliérement abondantes dans les sols, les eaux, et
souvent pathogénes des animaux et des végétaux. Elles possedent plusieurs
caractéristiques intrinséques qui les rendent particulicrement intéressantes pour
une utilisation comme agents de lutte biologique. Ainsi leur capacité a coloniser
les racines et a y maintenir une forte densit¢é de population est remarquable (Haas
et Keel, 2003). Cette grande rhizocompétence vient de leur taux de croissance
plus élevé que celui de la plupart des autres bactéries ; et de leur capacité a utiliser
une gamme de substrats trés large, souvent issus des exsudats racinaires, comme
source d’azote ou de carbone. De plus, elles sont trés faciles a isoler et a cultiver
au laboratoire et se prétent aisément aux manipulations génétiques (Moore et al.,
2006).

Ces bactéries sont des bacilles a Gram négatif de 0,5 a 1 um de diameétre sur
1,5 a Sum de long, mobiles et asporulées (Bell-Perkins et Lynch, 2002). Ce sont
aérobies obligatoires, a [’exception de certaines qui peuvent utiliser le NO3

comme accepteur d’électrons. Elles ont un métabolisme mésophile et chimio-
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organothrophe oxydatif (Moore et al., 2006). Les différentes espéces de
Pseudomonas sont divisées en cinq groupes selon leur ARNr 16s. Le sous-groupe
des Pseudomonas fluorescents, appartenant au premier groupe génomique, est
certainement le plus ¢tudié. Il se distingue par la production de pigments jaune-
vert fluorescents (pyoverdine ou pseudobactine) dans des conditions de carence
en fer. Les espéces appartiennent a ce groupe sont : Pseudomonas aeruginosa,
espéce pathogéne pour 1’homme, P. syringae, (espece phytopathogéne) et P.
fluorescens, P. putida, et P. chlororaphis(Hofte et Altier, 2010).

1.3.1.2. Classification phylogénétique

Les premiers changements majeurs dans la taxonomie de Pseudomonas
fussent apportés par Woese et al.,(1984) qui ont propos¢ une nouvelle
classification de ces especes sur la base de leurs ARN ribosomaux. Toutefois ce
nouveau schéma d’identification n’a pas ¢été pris en considération dans 1’édition
1994 du BergeysManual. Plus tardKersters et al.,(1996) ont repris les
propositions de Woese et al., (1984) dans leurs rapports pour classer les
proteobactéries sur la base de I’ARNr 16s en 15 genres. A partir de 1990, le
séquencage de D’ARNr 16s est appliqué pour I’ensemble des bactéries
nouvellement isolées. Partiel au début pour étre ensuite appliqué sur [’ensemble
du génome.
1.3.1.3. Habitat des Pseudomonas

Les Pseudomonas ont souvent une versatilit¢ nutritionnelle trés large, ce qui
leur permet de vivre dans des niches écologiques naturelles trés diverses. A cause
de la richesse de leurs voies métaboliques, elles sont souvent capables de résister
a de nombreuses conditions environnementales ce qui favorise la sélection de
certaines especes dans certains milieux particuliers.

Dans le sol, les Pseudomonas représentent une grande fraction de la
communauté¢ microbienne partageant leur milieu avec des commensaux
représentant principalement les genres Bacillus et Actinomyces. On les retrouve
particulicrement sur les systemes racinaires des plantes, P. brassicacearumetP.
thivervalensisont été isolés respectivement de plants d’ail et de riz (Achouak et
al., 2000). P. rhizosphaerae, P. lutea et P. argentinensisisolé de la rhizosphére de
I’herbe (Peix etal., 2005), d’autres ont ¢été isolées a partir de la phyllosphere des
plantes le cas de P. luridade la phyllosphére de I’herbe (Behrendt ez al, 2007)

11
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alors que d’autres peuvent méme coloniser les tissus internes des plantes
(Ramesh et Joshi, 2009).
1.3.1.4.Pseudomonas dans la rhizosphére

Les Pseudomonas spp fluorescents associés aux plantes incluent des

souches pathogénes et des souches bénéfiques. Les souches influengant
avantageusement 1’hote végétal sont désignées sous le terme « plant- pro biotique
fluorescent Pseudomonas spp » (Hofte et Altier, 2010). Elles sont connues
comme promotrices de la nutrition et la croissance des plantes par la
solubilisation de minéraux comme le phosphore, par la production de
sidérophores ou par la production de régulateurs de croissance comme les auxines
(Lemanceau, 1992). Elles peuvent également augmenter le niveau de résistance
des plantes aux maladies diverses que le piétin échaudage des céréales, les
pourritures des tubercules de pomme de terre, les fusarioses des racines et du
collet de la tomate (Bell-Perkins et Lynch, 2002).
Différents mécanismes ont été avancés pour expliquer les effets bénéfiques de
Pseudomonas spp fluorescents. Ces bactéries s’attachent d’abord a la racine et
sont donc distribuées de fagon passive. Puis elles se multiplient et colonisent de
facon active la rhizosphére (Lemanceau, 1992 ; Brimecombeer al., 2008). Les
exsudats racinaires, et en particulier les sucres et les acides aminés, attirent les
bactéries par chimiotactisme a la surface des racines. Ils stimulent notamment la
mobilit¢ flagellée des bactéries, ce qui permet a ces dernieres de coloniser la
rhizosphére (de Weert et al., 2002). Chez P. fluorescensWCS417 les chaines
lipopolysaccharides latérales constituant [’antigéne 0 des LPS bactériens jouent
un role important dans la colonisation racinaire (Mercado-Blanco et Bakker,
2007). L’adsorption des bactéries a la racine résulte d’interactions physico-
chimiques et biologiques entre les bactéries et la racine (Lemanceau, 1992).
Cette seule colonisation peut entrainer uneoccupation de sites suffisantes pour
empécher la croissance des pathogenes (Kamilovaet al., 2005).

Les especes de Pseudomonas fluorescents ont un grand pouvoir de
chélation du fer et pourraient rendre [’ion ferrique inaccessible aux autres
microorganismes. Elles peuvent aussi reconnaitre et utiliser les sidérophores
produits par d’autres souches, alors que ces derniéres ne sont pas capables

d’utiliser le sidérophore qu’elles produisent (Mercado-Blanco et Bakker, 2007).

12
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D’autres métabolites produits par les Pseudomonas spp fluoresecnts
peuvent également interférer avec la croissance des phytopathogenes. Le 2,4-
diacetylphloroglucinol (DAPG), la pyolutéorine, la pyrrolnitrine et les différents
dérivés de la phénazine jouent un role trés important dans son activité antagoniste
contre Gaeumanomycesgraminis(agent de la piétine échaudage). La production de
HCN par la souche de P. fluorescensCHAO réduit la pathogénicité des
champignons tels Thielaviopsisbasicola, agent de la pourriture noire du tabac
(Mercado-Blanco et Bakker, 2007).

Les Pseudomonas  sppfluorescents sont capables de synthétiser de
nombreuses molécules appelés « déterminants ou éliciteurs ». Elles sont
impliquées dans 1’induction ou la potentialisation des réactions de défense de la
plante et conduisant a leur tour a la mise en place d’une ISR. Ces molécules sont
de natures variées et pouvaient étre divisées en trois classes :

- des composants de surface cellulaire (e.g. LPS) ;

- des métabolites a activité chélatrice du fer (e.g. sidérophores, acide abscissique).

- des molécules a activité antibiotique (e.g. HCN, DAPG) (van Loon et Bakker,
2005).

Les ¢liciteurs stimulent la production, par la plante, de phytoalexines
toxiques vis-a-vis du pathogeéne (Ramos Solano et al., 2008).
1.3.1.5.Pseudomonas comme PGPR

Divers rhizobactéries, regroupées sous le terme PGPR, ont une capacité¢ a
promouvoir la croissance de leur plante héte par des effets sur : la nutrition,
I’architecture racinaire ou la sant¢é de leur partenaire végétal (Grover et al.,
2010). Ils peuvent aussi déclencher I’expression des mécanismes de la tolérance
systémique induite (TSI)vis-a-vis de différents facteurs de stress abiotiques telle
la sécheresse, la salinité¢ et les métaux lourds (Yang et al., 2009). L’inoculation de
la souche Pseudomonas AMK-P6, par exemple, induit une thermotolérance au
sorgho (47-50°C) ; ceci est réalis¢ par une amélioration de sa biomasse végétale
ainsi que de sa teneur en chlorophylle, en sucres, en acides aminés et en proline
(Ali et al., 2009). Chez le mais (Zeamays), 'inoculation de Rhizobium et de
Pseudomonas induit une réaction de tolérance au sel se traduisant par une
augmentation de la production deproline, un maintien de la teneur en eau dans les
feuilles et une absorption sélective des ions K'(Bano et Fatima, 2009). Malgré la

présence de cadmium, la croissance du colza (Brassicanapus) pourrait améliorer

13
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suite a I’inoculation des souches de Pseudomonas (tolasiioufluorescens)
résistantes au cadmium. Pseudomonas aeruginosa R75 et P. savastanoiCB35
peuvent améliorer la croissance d’Elyme de Daourie (Elymusdauricus) par la
dégradation des contaminants organiques tels les chloro-benzoates (Zhuanget al.,
2007). Les naphtalénes sont dégradés par P. putida(Kuiper, 2001).

Les exopolysaccharides (EPS) produits par Pseudomonas putidaGAP-P45
jouent un rdle positif dans les phénomenes de régulation de la teneur en eau, et la
diffusion de la source de carbone aux plantes notamment dans des conditions de
stress hydrique (Sandhyaer al., 2009). Ces effets sont constatés pour les sols salés
dans la plupart des régions arides et semi-arides ou la productivité est limitée. Les
espéces de Pseudomonas affectent également la croissance des plantes en
améliorant leur alimentation minérale. Pseudomonas strriata,P.cissicola, P.
fluorescens, P. pinophillum, P. putida, P. syringae, P. aeruginosa, P.
putrefaciensetP. stutzeriisolées a partir de la rhizosphére du pois chiche, du mais,
du soja et d’autres céréales solubilisent efficacement les phosphates (Tilak et al.,
2005). D’autre part, la production de 1’acide indole-3-acétique (AIA) par
Pseudomonas putidaGR12-2 améliore le rendement du colza (Patten et Glick,
2002).

La stimulation du métabolisme hormonal de la plante via la sécrétion de
phytohormones telles les auxines, les cytokinines et les gibbérellines favorisent le

développement racinaire et par conséquent la croissance végétale (Sandhya et al.,

2010).
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I1. Matériels et méthodes
I1.1.Localisation de la zone d’étude

L’ensemble des prélévements des échantillons effectué pour ces études ont été

réalisée a partir de la rhizosphere des sols prélevés d’une zone dans la région de Hadjadj de

la wilaya de Mostaganem. (Figure 3).
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Figure 3 :D¢limitation de la zone d’étude

I1.1.2. Prélévement des échantillons du sol

Le prélevement des échantillons du sol de la rhizosphére a été fait en profondeur de
15 cm, un poids de sol a été prélevé. Une fois que 1'échantillon a été prélevé dans des
conditions aseptiques pour éviter toute contamination, les échantillons ont été ramenés au

laboratoire pour 1’analyse (Aly et al., 2012) (Figure 4).
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Figure 4 : prélévement des échantillons

Tableau 1 : Les coordonnées géographiques des échantillons.

Echantillon Plante Coordonné cartographique
A Courgette 3502018’ ’:;"6182 I];I

: Eoni

c Betterave (3)§ 2018’ ?283 I];I

D Haricot vert 3? 2018’ ?283 1];1

11.2.1. Isolement des Pseudomonas

L’isolement a été fait a partir des trois compartiments de la rhizosphére (endophyte,
ectophyte et épiphyte).L.’ensemencement a été fait sur le milieu de culture King B (King et
al., 1954)(Annexel). Aprés I’incubation, la sélection des souches fluorescentes (pigment

fluorescent) a été effectué.
I1.2.1.1. Compartiment ectophyte

Une solution mere a été préparée de 10g de sol mélangé avec 90ml d’eau
physiologique, agitée a 180tr/min pendant 10 min. Ensuite, des dilutions décimales ont été
effectuées (de 107'a 10°). 0,1mldes deux derniéres dilutions a été déposé sur la surface de

la boite d’agar contenant le milieu King B (Hui et al., 2011).
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Ensemencement sur boite pétri
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Figure S :Schéma représentatived’isolementa partir du compartiment ectophyte

I1.2.1.2. Compartiment épiphyte

2.5g de racine ont été coupé(2-5mm) et rincé a ’eau de robinet, ensuite rempli dans un
flacon avec 50 ml d’eau physiologique. Le mélange a ¢été homogénéis¢ et agité a
180rpm/30 min. Des dilutions décimales ont été effectuées, 0,1 ml des deux dernieres

dilutions a été déposé sur gélose King B (Dasri et al., 2014).
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Figure 6 :Schémas d’isolement des Epiphytes

11.2.1.3. Compartiment endophyte

Les racines ont €té rincées a I’eau de robinet puis coupées en petits morceaux,
ensuite stérilisées par I’éthanol pendant 2 min et séchées. Elles ont été broyées avec un
mortier, ensuite des dilutions décimales ont été effectuées, 0,1 ml des deux derniéres

dilutions a été déposé sur gélose King B (Furini.A, 2015)

18



Chapitre 2 Matériels et méthodes

Stérilation avec
I’éthanol / 2min
et séchage
Rincer et
couper avec un
couteau stérile

broyage

<= Boites contenant
King B

Figure 7 : Schémas d’isolement d’endophyte
I1.2.2.Purification et conservation des isolats

La purification a été fait par la méthode de quatre quadrants pour avoir des isolats

purs, ensuite ils ont été conservés aux géloses inclinées a 4°C.
I1.2.3. Identification des isolats

L’Etude microscopique et macroscopique des isolats sont un ensemble de caractéres

qu’on doit étudier.
I1.2.3.1.Etude macroscopique

L’observation macroscopique des cultures est le premier examen effectué¢ apres de

I’isolement. Elle consiste a observer I’aspect et la couleur de la colonie pour sélectionner
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des isolats pour repiquage et purification. Il ne pourra étre décrit convenablement qu’a

partir de colonies bien isolées.

I1.2.3.2. Coloration de gram

La coloration de Gram est une coloration différentielle permettant de classer les
bactéries en deux groupes selon la structure de leur paroi : Gram positif et Gram négatif.
En effet, quand la bactérie est mise au contact du violet de gentiane et ensuite soumises a
l'action du Lugol, il se forme un complexe colorant qui colore en violet tout le cytoplasme
des bactéries. Cependant lorsque ces bactéries colorées sont lavées a ’alcool, seules celles
a Gram négatif (présence de membrane externe et couche mince de peptidoglycane), qui
perdent leur coloration et prennent la couleur rose apres la coloration par la Fushine. Les
bactéries a Gram positif posseédent une couche épaisse de peptidoglycane qui empéche la

pénétration de I’alcool et donc restent en couleur violette(Annexe II).
I1.2.3.2. La mobilité

L’¢tude de la mobilité a été réalisée au milieu Mannitol-mobilit¢ (annexel). Ce
milieu permet 1’é¢tude de la dégradation du mannitol et la mobilité. La culture est
ensemencée par piqlre centrale a 1’aide d’un fil droit puis incuber a 30 °C pendant 24 h.

Les caractéres recherchés sont :

e La fermentation du Mannitol par le virage de couleur ; le tube orange ou jaune indique
la dégradation du Mannitol et le tube rouge indique qu’il n’est pas dégradation du
Mannitol (Abdlhafid,2011).

e La mobilité : La recherche de la mobilité est réalisée en milieu mannitol- mobilité

(Mouafek,2010).
I1.2.3.3. Catalase

La catalase est une enzyme qui dégrade I’eau oxygéné(H>O,) en eau(H>O) et

oxygene (02).

H20: —_— H20 + 02

Le test catalase se fait par les étapes suivantes comme suit, sur une lame en verre

propre, on dépose une colonie bactérienne puis on ajoute une goutte de H»0,.S’il y a une
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apparition des bulles, donc le catalase est positive, causée par le dégagement gazeux de

I’oxygene (Delarras, 2007).
I1.2.3.4. Oxydase

C’es tun test qui détecte I’enzyme cytochrome oxydase beaucoup plus chez les
bactéries a gram négative celle qui produisent cet enzyme comme les Pseudomonas.

A P’aide de pinces, placer un disque d’oxydase sur une lame, une colonie bien isolée
a été choisi  puis frotté doucement sur le disque. Si on observe |’apparition d’une
coloration violette dans un délai de 30 secondes, donc I’oxydase est positive, s’il n’y a pas

une coloration le test est négative (Flandroits et Chomarat, 1988).
I1.2.3.5. Le type respiratoire

Le milieu de culture utilis¢ pour ce test est le milieu viande-foie (annexe I).A ’aide
d’une pipette pasteur fermée, I’ensemencement a été effectué en spirale dans la gélose, le
tube doit étre semi solide (a 45°C).Solidifier puis mettre a 1’étuvea 30 °C pendant24h
(Zaferane et al.,2019).

I1.2.3.6. Mise en culture des Pseudomonas a 4°C et 42°C
La culture positive des boites soumises a une incubation a 4°C indique que tous les
isolats appartiennent au genre Pseudomonas fluorescents. Les Pseudomonas fluorescents

ne poussent pas a la température 42°C mais se développent facilement dans a 4°C

(Djibaoui et Bensoltan, 2005).
I1.3.Evaluation des activités PGP

Cette partie de notre travail est consacrée a la caractérisation des rhizobactéries

(Pseudomonas) qui favorisent la croissance des plantes.

I1.3.1.Evaluation de la production d’AIA par les isolats
I1.3.1.1.Réactivation des isolats conservés

Nous avons pris les isolats conservés, on ensemence dans des boites pétries qui
contient de gélose nutritive (GN)(annexe I), ensuite 1’incubation a été effectuée a 30°C

pendant 24 heures.
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Figure8 :Réactivation des souches
3.1.2.Production de I’acide indole acétique (AIA)

Selon la méthode décrite par Loper et Schroth (1986), les isolats ont été ensemencé
dans bouillon LB(Annexe I) additionnée de tryptophane a 0,1 %, aprés incubation de
96heures a 30°C dans une étuve agité a 160 tr / min, les cultures ont été centrifugés a 6000
tr/min, ensuite 1 ml du surnagent et ajouté a 2 ml de réactif de Salkowski (1ml de solution
de FeCl; a 0.5 M + 50ml d’acide perchlorique a 35%). Les solutions ont ét¢ mise en
obscurit¢ pendant 30 minutes, le changement de la couleur vers le rose indique la
production de IAA. La densité otique a été mesuré a 530 nm, la concentration de I’AIA a

été déterminé a 1’aide d’une courbe d’étalonnage (Annexe III).
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Figure 9 :Production de I’acide indole acétique (AIA)

30min a I’obscurité

I1.3.2. Solubilisation du phosphate

Le test de solubilisation de phosphate nous a permet d’évaluer la capacité des

différents isolats a solubiliser le phosphate inorganique Ca3(PO4).
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Sur gélose Pikovskaya (pikovskaya,1948)(annexe I), on ensemence par touche
centrales a la surface de la gélose. apres incubation a 28 + 2°C pendant 7jours , on
observe un halo transparent autour de colonie qui indique la capacité de solubilisation du
phosphate par I’isolat . ensuite I’efficacité de solubilisation a été calculé selon Nguyen et

al.,(1992) par la formule suivante :

diametresdesolubilisation+diameétredecroissance
ES= *100

diametredecroisssance

I1.3.3. Production d’acide cyanhydrique (HCN)

La capacité de production de 1’acide cyanhydrique par les isolats de Pseudomonas a
été étudiée selon la méthode de Bakker et Schippers(1987). Chaque isolata été inoculée sur
milieu GN(Annexe I) additionné de glycine (4,4 g /). Un papier Whatman a été¢ imprégné
dans une solution de 5% d’acide picrique dans 2% de carbonate de sodium puis déposé sur
le couvercle de chaque boite de Pétri. Celles-ci ont été scellées avec du papier Parafilm et
incubées a 30 °C/4 jours. Elles ont été vérifiées quotidiennement, I’isolat & HCN+ est
capables de virer la couleur du papier, du jaune a I’orangé ou marron(Abbas-Zadeh et al.,
2010).

I1.3.4. Fixation d’azote

La mise en évidence de la fixation de 1’azote atmosphérique est effectuée apres
l'inoculation d’une une suspension bactérienne de chaque isolat dans des milieux de culture
dépourvus de toute source de I’azote (Beurk N Free) additionné de 20 mg/l de bleu de
bromothymol (Annexe I), et incubées a une température de 30°C pendant 72 heures
(Laradj zazou,2017). La lecture positive de la fixation d’azote se manifeste par le
développement d’une couleur bleu.

I1.3.5. Solubilisation du zinc

Une étude a été effectué pour vérifier la capacité des bactéries isolées a solubiliser le
zinc (d'oxyde de zinc ZnO). Les isolats bactériens sélectionnés ont ét€¢ ensemencés en
surface sur gélose Bunt et Rovira(Annexe I) contenant une source de Zn insoluble pour
déterminer qualitativement la solubilisation du Zn (Bunt et Rovira,1955).Aprés
incubation a 30°C pendant 7 jours, les diameétres des colonies et des halo ont été mesurés a
l'aide d'une échelle de mesure pour calculer I’efficacité de solubilisation (ES)par la formule

suivante qui est décrite par Sharma et al.,(2014) :
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diametre de solubilisation

diametre de croissance

I1.4. Etude statique

Les résultats de différents paramétres ont été réalisés en triplicata et traités par
analyse de variance par 1’utilisation de logicielStathox6.4, suivie d’une comparaison des

moyennes deux a deux par le test de Newman & Keuls.
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I1I1. Résultats et discussion
I11.1. Résultats
I11.1.1 Isolement et identification des isolats rhizosphériques
IT1.1.1.1.Caractérisation morphologique des isolats bactériens

Dans cette partie, I’isolement et la sélection des bactéries de Pseudomonas ont été
réalisé par I’ensemencement des différents échantillons du sol sur gélose King B. les
colonies se sont avérées créme de différentes couleurs .Elles sont capables d’élaborer un

pigment vert-jaune sur gélose King B (Figure 10, Tableau 2).

Tableau 2 : Caractéres morphologique des souches de Pseudomonas.

Souche Forme Elévation Surface Pigment
KBZ1 Irrégulicre Bombé Lisse brillante Jaune
KCZ2 Irréguliere Plate Lisse brillante Orange
KAZ3 Irréguliere Plate Lisse brillante Vert
KDZ4 Irréguliere Bombé Lisse brillante Jaune
KCYS5 Irréguliere Plate Lisse brillante Orange
KDYe6I Irréguliere Plate Lisse brillante | Jaune
KDY6II Irréguliere Plate Lisse brillante Jaune
KBY7 Irréguliere Plate Lisse brillante Orange
KBXS8 Irréguliere Plate Lisse brillante Blanc
KCX9 Irréguliere Plate Lisse brillante Blanc
KBX10 Irréguliere Plate Lisse brillante Blanc

Figure 10 : Examen macroscopique de quelques colonies sur King B
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I11.1.1.2. Exam microscopique(coloration de gram)

L’observation microscopique a réveélé des bacilles a Gram négatif a bouts arrondis.

Elles sont mobiles et non sporulées.

Figure 11 : Examen microscopique des isolats.

IT1.1.1.3.Caractéristique biochimique

Tous les isolats étudiés ont été¢ a oxydase+, catalase+, aérobie strict, mobile. Tous
les isolats sont ét¢ fluorescents sauf deuxKBX8 et KBX10 sur le milieu King A et King B.
les isolats KBX8 KCX9 et KBX10 se cultivent a 42°C, ce caractére oriente leur
identification vers P. putida ou aerugenosa. Les isolats KBZ1, KCZ2, KAZ3, KDZA4,
KCYS5, KDY6I, KDY6II et KBY7se cultivent a 4°C , ils ont été identifiées comme

P fluorescens.

27



Chapitre III : Résultats et discussion

Tableau 3:Caractere biochimique des isolats

Fuore Coloration de Type Pigment Croissance | Croissance Croissanc
isolat oxydase | Catalase | mobilité 'yp . sur King ) o e Espéce identifiée
Scences gram respiratoire sur kingB a4°C s (o
A a42°C
P.fluorescent
KBK1 +ve -ve +ve +ve +ve Aérobie stricte +ve +ve +ve -ve
KCZ2 +ve -ve +ve +ve +ve Acérobie stricte +ve +ve +ve -ve pfluorescent
KAZ3 +ve -ve +ve +ve +ve Acérobie stricte +ve +ve +ve -ve P fluorescent
KDZ4 +ve -ve +ve +ve +ve Acérobie stricte +ve +ve +ve -ve P fluorescent
KCY5 +ve -ve +ve +ve +ve Aérobie stricte +ve +ve +ve -ve P fluorescent
KDY6I +ve -ve + +ve +ve Acérobie stricte +ve +ve +ve -ve P fluorescent
KDY6II +ve -ve +ve +ve +ve Aérobie stricte +ve +ve +ve -ve P fluorescent
KBY7 +ve -ve +ve +ve +ve Aérobie stricte +ve +ve +ve -ve P fluorescent
r . . P 7 5
KBXS$ -ve -ve -ve +ve +ve Aérobie stricte +ve +ve -ve +ve aerogenosa
r . . P 7 5
KCX9 tve -ve +ve +ve +ve Aérobie stricte +ve +ve -ve +ve aerogenosa
r . . P 7 5
KBX10 -ve -ve -ve +ve +ve Aérobie stricte +ve +ve -ve +ve aerogenosa
+ : positive /- :négative
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A :test d’oxydase B : test de catalase

C : type respiratoire
D : test de mannitol-mobilité

Figure 12 :Caracteres biochimiques
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Figure 13:Etude de fluorescence sur King A et B

B : sur milieu King B A : sur milieu King A

I11.1.2. Caractéristiques promotrices de la croissance végétale
I11.1.2.1.Production de I’acide indole acétique(AIA)

La recherche de I’acide indole acétique chez I’ensemble des isolats a été réalisée
apres leur culture au bouillon LB additionné de tryptophane a raison de 100mg/I. apres 4
jours d’incubation agitée a 30°C, 1’apparition de la couleur rose aprés addition du réactif

salkowski indique la production de I’acide indole acétique(Figurel4).

L’analyse de la variance a montré un effet hautement significatif du facteur étudié.

Les taux de production observés vont de 3.10°+0.61 jusqu’a 8.86’+0.46 pg8/ml (Figure
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15, tableau 4). La comparaison des moyennes deux a deux par le test de Newman et Keuls
a montré que les deux isolats KBZ1let KDY®6II ont présenté des taux de production d’AIA
les plus ¢levés par rapport a la majorité des isolats testés, avec des valeurs d’AIA (pug/ml)
de : 7.42°+0.33 et 8.86°+0.46 respectivement. Des valeurs moyennes de production ont été
observées chez les isolats KCZ2, KAZ3, KDZ4, KCYS5, KBX8 etKBX10avec des valeurs
d’AIA de(pg/ml) : 5.13°+0.29, 4.249+0.58, 5.76°+0.5, 5.5°+0.31, 5.7°+0.52 et 3.1°+0.61
respectivement. Les isolas KDY6LKBY7,KCX.9 ont représenté des taux de production

négatifs 0+0.

Figurel4 : Production de 1’acide indole acétique par les isolats.
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Figure 15 : Taux de production de 1’acide indole acétique.
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I11.1.2.2.Solubilisation du phosphate

La capacité des isolats de Pseudomonas a solubiliser les phosphates inorganique a
¢été étudié par un test dans lequel le pouvoir de solubilisation a été évalué aprés croissance

sur le milieu gélosé Pikovskaya (PVK).

La culture de chacun des isolats sur le milieu gélos¢ PVK a montré que les isolats
KBZ1, KCZ2, KAZ3, KDZ4, KDY6I et KDY®6II sont entourées par une zone claire
(Figure 16) traduisant leur capacité a solubiliser le phosphate présent dans le milieu.
L’importance de cette solubilisation a ¢ét¢ mesuré par 1’indice de 1’efficacit¢ de

solubilisation qui est variable d’un isolat a 1’autre.

C’est ainsi que des valeurs d’efficacité de solubilisation (ES) du phosphate allant de
0 jusqu’a 533.39%+1.23 ont été observés. La comparaison des moyennes deux a deux par le
test de Newman et Keuls a montré une valeur maximale de 533.39%+1.23 chez I’isolat
KAZ3.Des valeurs moyennes de solubilisation ont été observées chez les isolats KBZ1,
KCZ2, KDZ4, KDY6I et KDY6II avec des valeurs de: 237.46°+0.65, 233.3340.85,
266.58+0.56, 328.56°+0.04, 287.33°+0.56 respectivement. Au contraire cinq
1solatsKCYS5, KBY7, KBXS8, KCX9 et KBXl10ont ét¢ incapable de solubiliser le
phosphate (ES=0) (Figure 17,Tableau 4).

Figure 16 : Solubilisation du phosphate par des isolats sur milieu PVK
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Solubilisation du phosphate
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Figure 17 : Efficacité de solubilisation (ES) du phosphate sur le gélose pikovskaya par les isolats

bactériennes
II1.1.2.3. Production d’acide cyanhydrique HCN

Le virement de la couleur jaune vers la couleur orange, a été observé chez cing

isolats KBZ1, KAZ3, KDZ4, KDY6I et KDYG6II, par contre les autres isolats était

négatif pour le test (Figure 18et19 ;Tableau4).

Figurel8 : Production de I’acide cyanhydrique par les isolats
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Production d'HCN

Figure 19 : Les isolats qui produit d> HCN

I111.1.2.4.Fixation d’azote

La mise en évidence de la fixation de 1’azote atmosphérique chez les différents
isolats via la production de I’ammonium, est révélée par le virement de la couleur verte
vers le bleu sur le milieu de culture.

Selon les résultats obtenus, tous les isolats sont capables de fixer 1’azote

atmosphérique(Figure 20et 21,Tableau4).

Figure 20 :Mise en évidence Fixation d’azote atmosphérique par les isolats
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Fixation d'azote

Figure 21 : Les isolats fixatrices d’azote
I11.1.2.5. Solubilisation du zinc

La capacité des isolats de Pseudomonas a solubiliser le zinc a été évalué par un test
dans lequel le pouvoir de solubilisation a été testé aprés croissance sur le milieu gélosé

Bunt et Rovira.

La culture pure de chacun des isolats sur le milieu gélos¢ BR a montré que les
isolats KBZ1, KCZ2, KAZ3, KDZ4, KDY6let KDY6II étaient entourés par une zone
claire (Figure 22) traduisant leur capacités a solubiliser le zinc présent dans le milieu.
L’importance de cette solubilisation a été mesuré par 1’indice de Defficacité de

solubilisation, est variable d’un isolat a autre.

C’est ainsi que des valeurs d’efficacité¢ de solubilisation (ES) du zinc allant de 0
jusqu’a 500.33%£1.52 ont été observés. La comparaison des moyennes deux a deux par le
test de Newman et Keuls a montré une ES maximale de 500.33%+1.52 chez I’isolat KAZ3.
Des valeurs moyennes de solubilisation ont été observées chez les isolats KBZ1, KCZ2,
KDZ4, KDY6I et KDY6II avec des valeurs de 425.00°+2, 280.00+1, 325.33°+0.57,
433.22°+0.1 et 350.00+0 respectivement. Au contraire cinq isolatsKCY5, KBY7, KBXS,
KCX9 et KBX10 ont ét¢ incapable de solubiliser le zinc (ES=0) (Figure 23,Tableau 4).
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Figure 22 : Solubilisation du zinc par des isolats sur milieu BR
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Figure 23 :Efficacité de solubilisation (ES) du zinc sur le gélose BR par les isolats bactériennes
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Tableaud: Activités PGP des isolats testés.

Résultats et discussion

Fixation
Isolats AIA SP(ES) HCN Parote SZ(ES)
KBZ1 7.42°4£0.33 | 237.46°+0.65 + + 425,00°+2
KCZ2 5.13°£0.29 | 233.33'+0.85 - + 280.00=1
KAZ3 4.249+0.58 | 533.39%+1.23 + + 500.33%+1.52
KDZ4 5.76°+0.5 | 266.58£0.56 + + 325.33°+0.57
KCY5 5.50°+0.31 0.00%£0 - + 0.002+0
KDY6I 0.00'+0 328.56°+£0.04 + + 433.22+0.1
KDY6II 8.86+0.46 | 287.33°+0.56 + + 350.00%+0
KBY7 0.00=0 0.008+0 - + 0.008+0
KBXS8 5.7°40.52 0.002+0 - + 0.002+0
KCX9 0.00£0 0.00%+£0 - + 0.002+0
KBX10 3.1°£0.61 0.00%£0 - + 0.002+0
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II1.2.Discussion :

La caractérisation macroscopique et microscopique et la production des pigments,
ont permis de sélectionner 11 isolats de Pseudomonas .ces derniers ont montrés une
couleur verdatre sur King A. seulement neuf isolats ont produit un pigment jaune verdatre

(Figure 5).

Les colonies ont des formes bombé, lisse, lisse, brillante, et muqueuse.
L’observation microscopique a montré des bacilles droits ou 1égérement incurvé présentant
une coloration de Gram négative. Tous ces caractéres en plus les tests positive de
I’oxydase et catalase ont permis de rapprocher les souches de Pseudomonas (Palleroni et

al., 1984 ; Jacques,1994 ; Bossis,1995).

L’application de [I’identification selon la schémas proposé par Digat et
Gardan(1987) a ressorti deux groupes principaux, le premier est représenté par
Pseudomonas fluorescent /putida pouvant a croitre a 4°C avec un pourcentage de 72.7% et
la deuxiéme groupe pouvant croitre a 42°C est rapproché a Pseudomonas aeroginosa avec
un pourcentage de 27.3% .les résultats préliminaires obtenus montrent une diversité
phénotypique qui peut clarifier la dominance de Pseudomonas fluorescent/putida par

rapport a 1’autre espéce retrouvée Pseudomonas aeroginosa.

De nombreux chercheurs dans le monde ont apporté différents mécanismes pour
expliquer le pouvoir des PGPR a stimuler la croissance des plantes et pour les protéger
contre les pathogenes en agriculture (Laslo ez al., 2012 ; Mavrodi et al., 2012). La fixation
d’azote atmosphérique, la solubilisation du phosphate et la production des phytohormones
(AIA) sont autant des processus biochimiques les plus souvent cités comme les principaux
mécanismes utilisés par les PGPR pour améliorer la production du rendement des cultures

(Venieraki et al., 2011).

Les résultats obtenus ont montré que les huit isolats KBZ1, KCZ2, KAZ3, KDZ4,
KCY5, KDY6Il, KBXS8 et KBX10 ont manifesté une excellente production de 1’acide
indole acétique lors de la comparaison avec d’autre souches PGPR isolées et testées dans
les études de Ahmed et al.,(2004); Khakipour et al., (2008)ct Karnwal, (2009).

La croissance des racines a été stimulée par la libération de IAA par les exsudats
racinaires en présence de tryptophane compose un précurseur de la biosynthése de 'auxine

(Kamilova et al, 2006 ; Khalid ez al, 2006). L'AIA produit par PGPR et son impact
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positif sur la croissance des plantes ont été rapportés par de nombreux chercheurs (Rashid
etal., 2012 ; Ahmad et al.,2016).

Plusieurs études antérieures ont aussi rapporté que 1I’AIA est produit par diverses
bactéries de la rhizosphére. Kumar er al. (2014) rapportent que des souches de
Pseudomonas fluorescents (Ps-BK1 et PsAB4) étaient capables de produire des quantités
d’AlA variables allant de 95.60 a4 110.00 pg/ml en présence de 200 png/ml de tryptophane.

Les 6 souches bactériennes isolées, sélectionnées promotrices de la croissance des
plantes (KBZ1, KCZ2, KAZ3, KDZ4, KDY6Iet KDY6II) ont montré un excellent
potentiel de solubilisation de phosphate, traduit par la formation des zones claires sur la
surface de la gélose du milieu Pikovskaya .

Des travaux antérieurs réalisés par Ruchier al., (2012) ont rapporté sur des résultats
similaires chez 26 souches isolées du genre Pseudomonas, avec une activit¢ de
solubilisation de phosphate.

L’isolat KAZ3 qui est isol¢ a partir de compartiment endophyte a montré une
excellente potentiel de solubilisation (ES= 533.39%+1.23), des travaux similaire montré
que la solubilisation des phosphates a été ¢également détectée chez les bactéries
endophytes (Baig er al., 2010). Ces bactéries présentent un intérét particulier pour
I’agriculture (Ji et al., 2014).

Les travaux d’Alam et al., (2002) ont ¢galement obtenu un ISP avoisinant 3.29 chez
la souche PSB- 125 107MB isolée a partir de la rhizosphére de plante de mais. En
revanche, Islam et al., (2007) un index de solubilisation important de 6.7 chez des souches
originaires de la surface des racines du riz.

Les résultats obtenus ont montré que 5 souches isolées, sélectionnées promotrices
de la croissance de plantes(KBZ1, KAZ3, KDZ4, KDY6I etKDY6II) ont manifesté une
excellente production d’HCN.La production de HCN par les Pseudomonas est impliquée
dans la suppression de différents d’agents pathogenes. Il agit directement sur les cellules en
bloquant le cytochrome oxydase dans la chaine respiratoire. Il contribue également a
I’acquisition de certains ions métalliques en formant des complexes avec ceux-ci (Blumer
et Haas, 2000).

Des travaux similaires a été réalisée par Hamoum (2017), ou il a trouvé que un taux
de production d’HCN tres faible chez tous les genres étudiés excepté pour pseudomonas

(100%).
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Les résultats obtenus ont montré que les tous isolats sélectionnées ont manifesté
une excellente activité de fixation d’azote, révélée par la croissance sur milieu de culture
dépourvu d’azote.

Les résultats obtenus se concordent avec les travaux réalisés par Shabayev, (2010),
quia rapporté que les espéces appartenant au genre Pseudomonas ont présenté une
excellente activité de fixatrice d’azote atmosphérique.

Les 6 isolats bactériennes sont montré un excellent potentiel de solubilisation de
Zinc, qui est traduit par la formation des zones claires autour des colonies sur la surface de
la gélose BR. Il avait été rapporté que la solubilisation et la libération de composés Zn
peuvent étre dues ala production d'acides organiques (Agusto da Costa et Duta,2001).
Des travaux similaires de Azadeh et al.,(2012)montrent que les Pseudomonas ont un

excellent potentiel de solubilisation du zinc ou leur ES varient entre 0 et 800.
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Conclusion :

De nombreux microorganismes, bactéries ou champignons, naturellement présents
dans le sol ou bien appliqués au niveau du systéme racinaire vont contribuer a la croissance
des plantes environnantes. On parle donc sur les PGPR ou Plant Growth-Promotin

Rhizobacteria. Ces microorganismes agissent via différents modes d’action.

Dans le but d’isoler des rhizobactéries (Pseudomonas) a potentiel de promotion de la
croissance de plante, 11 isolats bactériennes ont été sélectionnées par isolement a partir de
la rhizosphére. Aprés identifications (coloration de gram, oxydase, catalase, type
respiratoire,) des isolats ont a obtenues 3 souches de Pseudomonas fluorescens /putida et 8

souches de Pseudomoas aeroginosa .

Dans cette étude, une estimation des capacité PGP de Pseudomonas a été réalisé, les
résultats obtenus variaient de 3.10°+0.61 (KDY6II) jusqu’a 8.86*+0.46 pg8/ml(KBX10).
Les isolats KBZ1, KCZ2, KAZ3, KDZ4, KDY6I et KDY®6II sont induit la solubilisation du
phosphate qui ont entourées par une zone claire traduisant la capacité a solubiliser le
phosphate présent dans le milieu, & un indice de [Iefficacité de solubilisation
de233.33%0.85(KCZ2 ) jusqu’a 533.39%+1.23(KAZ3). Les isolats KBZ1, KAZ3, KDZ4,
KDY6I ET KDY®6II produit I’acide cyandhydrique . Toute les isolats a été fixé 1’azote
atmosphérique. Et pour la solubilisation du zinc. Les isolats KBZ1, KCZ2, KAZ3,
KDZ4, KDY6I et KDY6II sont entourées par une zone claire qui traduisent la
solubilisation par un indice de I’efficacité de solubilisation de280+1 (KCZ2) jusqu’a
500.33%+1.52 (KAZ3).

Ces différents modes d’actions contribuent tous potentiellement a un meilleur

développement de la plante et pourront conduire a un meilleur rendement.
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Annexes

Annexe 1 : composition des milieux de culture :

1.1.King B

Peptone. ... ..o, 10g
NaC o e 5g
Extrait de [evure .........cooieiiiiiiii i, 3g
Extrait de viande ...........oooiiiiiiiii 3g
e 1 ) PP 20g
PH 7,2

1.2.mannitol-mobilité

Hydrolysat trypsique de caséine.............cooeevviiiiiiiiiinninnennn. 10g
Mannitol. ... ..o e 7,5¢
Rouge de phénol........ ... 0,04¢g
Nitrate de POtasSIUM......ouuiieiitiit ettt eeanaen, lg
N 3,5-4¢g
PH o 7,6
1.3.viande-foie

Base de viande foie ............ooiiiiiiii 20g
GIUCOSE. .ottt 2g

N . | 6g

PH 7,4

Peptone. ... ...oinii 10g
NaCL oo e S5¢g
Extrait de [evure .........cooiiiiiiii 3g
Extrait de viande ...........oooiiiiiiii 3g
A AT QAT .ottt 20g
PH ., 7,2
1.5.Picovskaya

GIUCOSE .ottt 10g
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MESO4HTH20 . .o, 0,2g
MnSO4 +HTH20. . 0,1g

1.6.Burk N Free :

KH2 PO4 oo e 0.4g
Phosphate dipotassique ............ccevviiiiiiiiiiinieiiieiieecee e e, 0058
Sulfate du sodium.........cccooevvieeeeiiiiii e 20,05
Chlorure de calcium..............ccoviviiiiiiiieeieecieecieeenee e e n . 0,28
Sulfate mg 7TH20.......ooiiiiiiiiiiieecceseei 202001 g
Sulfate de fer 7TH2O........cooviiiiiiiiiiiiivieiie e .0.005g
Molybdate de sodium................cceeiiiiiiiiiiiiiiiieeiee . 0.003g
N . | PO PPRPPPPBTR o
1.7.Bunt and Rovira :

GIUCOSE. ...ttt ettt et sae e e naeeneeas 10g
Sulphate d’ammonium.............oooviiiiiiiiiii e g
Chloride de potassium..........oviieiiiiiieeie i eeeeeeenn 0.2g
Di-potassium hydrogeéne phosphate................ccooeiiiiiiiiii... 0.1g
Sulphate de magnésium...........c.oviiiiiiiiiiiiiii e 0.2g

SOUICE € ZMN ..o e e 0.1%
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Annexe II : coloration de gram :

Protocole :

- Déposer une goutte d‘eau physiologique stérile a I'aide d'une pipette Pasteur stérile sur

une lame bien propre.

- Prélever une colonie bien isolée avec une pipette Pasteur boutonnée et la dissocier dans la
goutte d’eau. Le frottis obtenu est séché.
- Recouvrir totalement avec du violet de gentiane pendant 1 min, rincer ensuite a I'eau de
robinet. Le frottis est ensuite recouvert de lugol pendant 1 min.
- Décolorer par l'alcool et laver rapidement a l'eau du robinet. Le frottis est enfin recouvert

de fushine pendant 30 secondes, puis lavé a I'eau, séché a température ambiante.

- Examiner le frottis au microscope optique a Il'objectif 100 et a I'immersion a

I'huile de cédre. Apres la coloration de Gram le Pseudomonas apparait sous forme

de bacilles colorés en rose.

Annexe III :Courbe d’étalonnage pour la détermination de la concentration

d’AlA :

Densité optique a 530 nm

3,0

N
(¥

y=0,0241x+0,0112

R*=0,9975

»
=}

o

-
(¥

=
o

=l
(v,

o
o
o

20

40 60

[ATA] mg/l

80

120

Annexe IV : tableaux des analyses statistiques (STATBOX) :

Tableau 1 : I’analyse de la variance de la production de 1’Acide Indole Acétique :

S.C.E DDL C.M. TEST F PROBA E.T. C.V.
VARTOTALE 284,181 32 8,881
VAR FACTEUR | 280,648 10 28,065 174,737 0
\1/AR4RESIDUELLE 3,533 22 0,161 0,401 9,64%
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Tableau 2 :I’analyse de la variance de la solubilisation du Phosphate :

S.C.E DDL C.M. TEST F PROBA E.T. C.V.
VAR TOTALE 1000007 32 31250,23
VARFACTEUR | 1000001 10 100000,1 | 332075,7 0
\l/ARRESIDUELLE 6,625 22 0,301 0,549 0,32%
Tableau 3 : I’analyse de la variance de la solubilisation di Zinc :

S.C.E DDL C.M. TEST F PROBA E.T. C.V.
VAR TOTALE 1315958 32 41123,68
VAR FACTEUR 1 1315943 10 131594,3 | 188297,5 0
[ ARRESIDUEREE L 15,375 22 0,699 0,836 0,40%
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