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Résumé

L’acide indole acétique est une auxine importante produite par les rhizobactéries
promotrices de la croissance des plantes, 1’objectif de 1’étude est 1’amélioration de la
production d’AIA par des souches bactériennes isolées du sol . Trente et un souches ont été
isolées a partir de six échantillons de sol (Dans les communesde Hadjadj et Masra de la wilaya
de Mostaganem). La mise en évidence de 1’ AIA est basée sur la réaction colorimétrique. Il s'est
avére que Vingt et un souches ont la capacité de production de l'auxine. Les quantités d’auxine
produites varient entre 3,07+0,021 jusqu’ a 55,74+0,028 pg/ml. La souche E2 est la meilleure
productrice avec une valeur de 55,74+0,028 pg/ml.

Mots-clé : PGPR , acide indole acétique, auxine

Abstract

Indole acetic acid is an important auxin produced by growth-promoting rhizobacteria,
the objective of this study is the amelioration of IAA production by bacterial strains isolated
from the soil. Thirty-one strains were isolated from six soil samples (from the communes of
Hadjadj and Masra in the wilaya of Mostaganem).The detection of IAA is based on a
colorimetric reaction.twenty one strains were found to have the capacity to produce auxin. The
amounts of auxin produced ranged from 3.07+0.021 to 55.74+0.028 pg/ml . E2 is the best
producer with a value of 55.74+0.028 pug/ml PS.

Key words : PGPR , Indole acetic acid , auxin
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Introduction

Introduction

Les rhizobactéries favorisant la croissance des plantes (PGPR) sont des bactéries
bénéfiques qui colonisent efficacement la rhizospheére, elles exercent sur les plantes divers effets

influencant leur croissance (Orozco Mosqueda et al., 2021 ; Moustaine et al., 2019).

Ces microorganismes rhizosphériques peuvent améliorer la croissance des plantes par une
grande variété de mecanismes directes ou indirectes tels que la solubilisation des nutriments (P, K
et Zn), la production de sidérophores, la fixation biologique de 1’azote et la production de
phytohormones (V. Dhayalan et al.2021, Odoh Chuks Kenneth 2017, Pravin Vejan et al., 2016)

Chez les plantes, de nombreux processus de croissance et de développement sont contr6lés
par les phytohormones. En outre, ces intéressantes substances fonctionnent également comme des
signaux moléculaires en réponse a des facteurs environnementaux (Racher Backer et al., 2018;
Maheshwari et al., 2015).

En général, cing classes d’hormones végétales ont suscitées 1’ intérét des chercheurs a savoir
les auxines qui sont représentée principalement par 1’acide indole-acétique (Xingfeng et al., 2018)
Leurs rbles sont multiples, en effet, elle intervient dans la formation de tissus vasculaires,
I'initiation des racines adventives, la dominance apicale et le développement des fleurs et des fruits.
L’auxine affecte également les processus cellulaires, tels que la division cellulaire,

I'agrandissement et la différenciation (Jie Luo et al.2018, Singh.2018, Bernard R. Glick.2012)

L’amélioration des souches est un €¢lément essentiel du développement des procédés de
production des substances biologiques. La mutagenese induite est largement utilisée pour la
sélection de microorganismes produisant des substances biologiquement actives et I'amélioration

de leurs activités (Goodarzi, 2016).

L’objectif de notre présente étude Consiste a isoler et sélectionner des bactéries

productrices de I’acide indole acétique et d’améliorer leur production.

Notre etude présente un manuscrit structuré en trois parties, la premiére représente une revue
bibliographique rassemblant des donneées sur la rhizosphére ainsi que les rhizobactéries favorisant
la croissance des plantes (PGPR). La deuxieme partie décrit les méthodes employées pour

I’isolement et la caractérisation des rhizobactéries. La troisiéme partie décrit les résultats obtenus
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au cours de la réalisation pratique, sous forme de graphiques et de tableaux ainsi qu’une discussion

globale et une conclusion qui cl6ture le travail.



CHAPITRE 1

REVUE
BIBLIOGRAPHIQUE



I.  Revue bibliographique

I.1. Généralité sur la rhizosphere

I.1.1. La rhizosphére

Le mot rhizosphere a été introduit 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 et al., 2001). Il a défini la rhizosphére comme étant la région du sol située sous
les racines des plantes et soumise a leur influence directe, Et un lieu d'intenses échanges entre le
vegétal et le substrat minéral (Marie-Line Faure ,2018). Du fait de sa richesse en éléments nutritifs,
la rhizosphere contient ainsi 10 a 100 fois plus de microorganismes par g de sol que le sol non
rhizosphérique (Séverine Lopez, 2018).

Ainsi, elle est considérée comme un systeme complexe, hétérogene, dynamique et
interactif, qui dépasse la simple notion d’interface entre le monde végétal et le monde minérale.
Elle est un condensé des processus physiques, chimiques et biologiques qui animent les sols
(Hinsinger., 1998 ; Michel et al., 2005). Cependant, Cette mince couche peut étre affecté par les
contraintes du sol, sa salinisation, son eutrophisation ou la pollution, ou encore par des phénomenes
d’acidification (Anoua et al., 1997).

1.1.2. Compartimentation de la rhizosphére
La rhizosphére est devisée en trois grand composantes qui interagissent ensemble : la
rhizosphere sol, la rhizosplane, et les racines (Barea et al., 2005).

La rhizosphére, qui est la zone du sol influencée par les racines grace a la libération de

substrats qui affectent 1’activité microbienne.

La rhizoplane, qui est la surface de la racine, y compris les particules du sol adhérant
fortement. Et enfin, la racine elle-méme (endorhizosphere), qui est une partie du systeme racinaire,
parce que certains micro-organismes endophytes sont capables de coloniser les tissus racinaires
internes. Un grand nombre d’organismes microscopiques tel que les bactéries et les algues
coexistent dans la rhizosphéere, cependant, les bactéries sont le groupe le plus abondant dans cette
partie de 1’environnement de la plante, et il est fort probable qu’ils influencent grandement la

physiologie de la plante. (Bowen et Rovira, 1991)
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Figure.l.1 : Représentation schématique des zones de la rhizosphére (Lepinay, 2015).

1.1.3. Communauté microbienne de la rhizosphére

La rhizospheére est une niche écologique avec de nombreux micro-organismes qui jouent

un réle significatif sur la santé des plantes (Geoffroy Villejoubert,2016).

Ces microorganismes ne sont pas isolés dans le sol et sont structurés en communautés
complexes au sein desquelles diverses interactions microbiennes existent (Clémentine
Lepinay,2013). Parmi les interactions bénéfiques aux plantes, on peut citer les symbioses, la mieux
connue est la symbiose rhizobienne chez les légumineuses (Quin Han et al., 2020). Ainsi, les
mycorhizes qui sont contractées par les racines des végétaux avec certains champignons du sol
(William R. Rimington et al., 2018)

Toutefois, certains microorganismes sont nuisibles a titre d’exemple Ralstonia
solanacearum qui affecte les cultures de pomme de terre, d’autres microorganismes ne semblent

avoir aucun effet (Huijuan Wang et al., 2019).

Les protozoaires et les nématodes qui se nourrissent sur des bactéries sont aussi concentrés

autour des racines. Ainsi, la plupart des cycles des nutriments et des phénoménes de prédation se
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déroule dans la zone immediatement adjacente aux racines, siege d'une activité métabolique intense

(Dommergues, 1978).

D'une facon générale, la structure des racines et la composition des exsudats racinaires
changent durant le développement de la plante et sous I’effet des conditions environnementales
telles que la disponibilité de I'eau et la température. Par conséquent, la dynamique de la population
microbienne rhizosphérique peut aussi changer. En effet, les plantes, grace a I’émission des signaux
specifiques, exercent une pression sélective qui tend généralement a réduire la diversité

microbienne et a favoriser des especes ou des souches particulieres (Bertrand et al., 2000).
I.1.4. Les bactéries rhizospherique ou rhizobacteries

Les bactéries de la rhizosphere, dits rhizobactéries, sont capables de coloniser
I'intérieur ou I'extérieur des racines de nombreuses especes des plantes et peuvent étre
divisé entre ceux qui forment une relation symbiotique avec la plante et ceux qui ne le font pas. ce
dernier groupe, disant libre-vie, sont étroitement associés a la surface de la racine et réside dans les
racines (Kloepper et al., 1989). Les bactéries non symbiotiques répondant a cette définition
appartiennent a différents genres et espéces dont les plus étudiés sont : Agrobacterium radiobacter,

Azospirillum spp, Bacillus spp, Pseudomonas spp fluorescents (Lemanceau, 1992).

Elles sont généralement trés compétitives capables de coloniser le systeme racinaire
riche en éléments nutritifs (Peter et al., 2015). Elles sont souvent mentionnées comme des
rhizobactéries favorise de la croissance des plantes, connues sous le terme RFCP (Beauchamp,
1993), (PGPR : Plant Growth Promoting Rhizobacteria) (Kloepper et al., 1989; Zahir et al., 2004).

1.1.5. L’origine de la formation du sol rhizospherique:

L’effet rhizosphérique est déterminé en grande part par la libération de différents composés
organiques regroupés sous le terme rhizodéposition. D une fagon générale la libération d’une partie
des photosynthétats dans le sol contribue a la formation des sols. En effet, la fraction minérale
provenant de la roche mére en se liant aux molécules organiques libérées par la plante, qu’elle soit
vivante ou morte, aboutit a la formation du complexe organo-minéral caractérisant le sol. La
rhizodéposition comprend différents composés organiques, certains libérés de facon active

(sécrétions, mucilages,) d’autres de fagon passive (exsudats, lysats, mucigel) (Stengel et al., 1998).



1.1.5. 1. Exsudats

Elles Sont de petites molécules, solubles dans 1’ecau ou volatiles, libérées selon des
mécanismes passifs par des cellules vivantes, ces molécules sont variées hydrates de carbone,
acides organiques, acide Aminés, acides gras, stérols, vitamines enzymes, nucléotides etc..., Méme
s’il apparait une certaine analogie entre les exsudats produits par de nombreuses plantes, des
différences existent entre espéces végétales et pour une méme espece selon le stade de
développement de la plante.

1.1.5. 2. Sécrétions
Elles sont des composés libérés selon des mécanismes actifs vers le milieu extérieur.

1.1.5.3. Lysats

Elles constituent le contenu cellulaire libéré suite a 1’autolyse de cellules épidermiques

agées de la paroi racinaire.
1.1.5. 4. Mucilages

Elles sont constituées de polysaccharides, d’acides aminés et de protéines, ces composés

ont plusieurs origines, ils peuvent provenir :

o De sécrétions issues des vésicules de 1’appareil de golgi des cellules de la coiffe.

e D’hydrolysats de polysaccharides de la paroi de cellules situées entre 1’épiderme et les
cellules desquamées de la coiffe, de sécrétions par les cellules de 1’épiderme dépourvues de
paroi primaire.

e De la dégradation bactérienne de la paroi primaire de cellules mortes de 1’épiderme.
1.1.5. 5. Mucigel

Correspondant aux composes gélatineux de nature polysaccharidique produits a la fois par
les racines et les populations microbiennes de la rhizosphére. Ce gel favorise le contact entre les
particules de sol. Et la surface racinaire et améliore donc le transfert des éléments minéraux et de
I’eau vers la racine. Par ailleurs, le mucigel assure une fonction de lubrification permettent la

progression de la racine dans le sol.
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1.2. Les rhizobactéries favorisant la croissance des plantes PGPR :

Les PGPR ou « Plant Growth-Promoting Rhizobacteria » sont des bactéries qui se
développent dans la rhizosphéere, et qui ont un effet positif sur la plante, pour ces effets on les
considéere comme rhizobactéries promotrice de la croissance végétale (Dey et al., 2004 ; Herman
et al., 2008 ; Microrsky, 2008).

Les PGPR sont capables de coloniser les systemes racinaires des plantes et de promouvoir
leur croissance par des mécanismes directs ou indirects (Glick et al., 1998). Dans la rhizosphére,
ces bactéries peuvent se retrouver aux niveaux intra ou extracellulaire (Gray et Smith, 2005). Au
niveau intracellulaire, les bactéries sont dites endophytiques et colonisent 1I’apoplaste. Ces bactéries
font parties de la famille des Rhizobiums. Généralement symbiotiques, ce sont notamment les
PGPR spécialisées dans les structures nodales des Fabaceae. Au niveau extracellulaire, elles sont
localisées en surface ou a proximité des racines, elles sont donc rhizosphériques (Vessey, 2003).

Quatre effets principaux ont été identifiés chez ces PGPR. Elles peuvent augmenter la
disponibilité des éléments nutritifs, réguler la production de phytohormones, augmenter la
tolérance aux stress abiotiques et inhiber les bio agresseurs par compétition (Glick, 2012 ; Souza,
2015).

e Effet direct = phytostimulation

@erennnn @ cffet indirect = phytoprotection
PGPR Solubilisation
- du phosphate
_—

Pathogénes

Assimilation

Figure.l.2: Interactions entre les plantes et les bactéries dans la rhizosphére (Khan et al., 2009)
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1.2. 1. Mode d'action des PGPR

Les PGPR peuvent influencer la croissance des plantes de fagon directe ou indirecte. Les
mécanismes impliqués directement sont la sécrétion d'hormones (auxines, gibberellines,
cytokinines, etc.) ou en facilitant I'absorption de nutriments (fixation d'azote, solubilisation de

phosphate ou de potassium et synthese de sidérophore).

Indirectement, les PGPR vont aider la croissance des plantes via la sécrétion d'antibiotiques

ou d'enzymes limitant les phytopathogénes (Glick B.R et al ; 2007)

1.2. 1. 1. Effets directs des PGPR sur la plante :

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

végétales (Munees et Mulugeta, 2013).
1.2. 1. 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 I'atmosphére, il est indisponible pour les plantes en
croissance. Le N2 atmosphérique est converti en formes utilisables par la plante par la fixation
biologique de N2 par les bactéries en utilisant un systéme enzymatique complexe appelé
nitrogénase (Kim 1994). Les bactéries fixatrices de 1’azote ont la capacité de récupérer 1'azote
atmosphérique et de le fournir aux plantes par deux mécanismes; symbiotiques et non

symbiotiques.

La fixation d'azote symbiotique est une relation mutualiste entre une bactérie et la plante.
La bactérie entre d'abord dans la racine et plus tard sur les nodules de forme dans lesquels se produit
la fixation de l'azote. (Kim 1994)

1.2. 1. 1.2. La solubilisation du phosphate
Le phosphore (P) est I'un des principaux nutriments essentiels qui limitent la croissance et
le rendement des plantes (Fitriyanti et al., 2017 ; Lee et al., 2019 ; Bhattacharjya et al., 2019) en

raison de leur effet prometteur sur la croissance racinaire et son développement.



Le phosphore est considéré comme une molécule biologique qui entre dans la composition
de ’ADN, I’ARN et des phospholipides. Il est également impliqué dans les transferts d’énergie a

I’intérieur des cellules par I’intermédiaire des molécules telles que I’ATP (Sharon et al., 2016).

Le phosphore peut exister dans les sols sous forme organique (Po) et inorganique (Pi).
Cependant, une grande partie (environ 95 a 99 %) est présente sous forme de phosphate insoluble
liee avec des cations comme le fer, I'aluminium et le calcium qui ne peuvent étre utilisés par les
plantes (Firew et al.,2016 ; Matos et al.,2017 ; Pallavi ,2018).

Les microorganismes sont capables de favoriser I'assimilation du phosphore par les plantes,
en particulier les bactéries solubilisatrices de phosphates inorganiques, tels que Pseudomonas,
Bacillus, Burkholderia, Rhizobium et Actinobacteria (Zhang et al .,2019), environ 20 % des
Actinobactéries peuvent solubiliser le phosphate, y compris ceux des genres Actinomyces,
Micromonospora et Streptomyces (Alori et al., 2017).

Plusieurs micro-organismes agissent comme agent solubilisant du phosphate et
convertissent le phosphore insoluble (PO4* ) en forme soluble HPO4 > et H,PO*~ par la production
des acides, les réactions d'échange, I'acidification, la chélation et la formation de substances
polymeres (Pandey et al., 2018 ; Suleman et al.,2018). En effet , Les bactéries rhizosphériques
solubilisant le phosphate peuvent etre une source prometteuse comme agent biofertilisant en

agriculture (Sharma et al.,2007) .

1.2. 1. 1.3. La solubilisation du potassium

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 raison de I'application déséquilibrée des engrais, la carence en potassium devient I'une
des principales contraintes dans la production vegétale. Sans potassium adéquat, les plantes ont des
racines mal développées, poussent lentement, produisent de petites graines et ont des rendements
plus faibles (Kumar et Dubey., 2012).

Les microorganismes des sols jouent un role clé dans le cycle K naturel. Les

microorganismes solubilisant de potassium présent dans le sol pourraient fournir une solution



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

1.2. 1. 1.4. La production des sidérophores

Le fer est connu d’étre un élément abondant sur la terre et est un nutriment vital pour
presque toutes les formes de vie (Crichton, 2001). Certains PGPR produisent des sidérophores,
composés de faibles poids moléculaire, inférieurs a 1 kDa contenant des groupements fonctionnels

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

Les sidérophores (sidéros = fer ; phoros = transport) (Rossum et al., 1994) sont des
chélateurs de fer . Ils augmentent aussi la disponibilité du fer par la complexassions forte de Fe®*.
Ces complexes restent en solution et augmentent de ce fait la diffusion du fer sur la surface de
cellules. Presque 500 structures de sidérophore sont connues jusqu'ici, qui sont produites par des

bactéries, des mycetes et des plantes (Boukhalfa et Crumbliss., 2002).
1.2. 1. 1.5. La production des phytohormones

Les PGPR peuvent directement influencer la croissance des plantes, soit par la production
de phytohormones (auxines, gibbérellines, etc.) ou par la promotion de I'accés aux nutriments. Les
bactéries vivant en association avec les plantes ou dans la rhizosphere sont plus aptes a prospérer
a partir des substrats excrétés par les racines des plantes et ainsi convertir les différents substrats

en hormones ou autres substances bénéfiques a la croissance des plantes. (Kochar et al., 2011)

Les phytohormones sont des petites molécules de signal produites en trés faible
concentration influencant les processus biochimiques, physiologiques et morphologiques dans les

plantes.

Il existe deux sources de phytohormones naturellement disponibles pour les plantes, la
production endogéne par les tissus de la plante et exogéne par des micro-organismes associés. Les
PGPR produisent différentes phytohormones comme : I'AIA (Acide indole acétique), l'acide

gibbérellique et les cytokinines.( Kloepper et al., 2007 ; Martinezviveros 1 et al., 2010).
1.2. 1. 1.5.1. Production d'acide indole-acétique :

La production de phytohormones par les rhizobactéries pouvant aider a la croissance des

plantes, ¢a représente une caractéristique importante dans l'association plante-rhizobactéries.



L'efficacité de I'AIA bactérien dépend de la sensibilité de la plante pour celui-ci, des
niveaux de production par les bactéries ainsi que de I'influence indirecte par I'induction d'autres

phytohormones (Sarwar et al., 1992).

Certains intermédiaires de I'AlA (indole-acide pyruvique, indole-acétaldéhyde et indole-

acétonitrile) ont une faible activité auxine.

De plus, les niveaux d'AlA produits auront des effets différents sur la plante. Une
production optimale d'AlA par les bactéries aura des effets benéfiques pour la plante, tandis qu'une
production supra-optimale aura pour effet de rendre la plante malade ou de développer des
symptémes de maladies. De plus, les auxines sont capables de bloquer, au niveau de 'ARNmM,

plusieurs enzymes liés a la pathogénicité (Spaepen et al., 2007)
1.2. 1. 1.5.2. Mode d'action de I'AIA

La famille des auxines est une importante famille de phytohormones de croissance. L'acide-
indole-acétique (AlA) est I'auxine la plus naturellement distribuée chez les plantes vasculaires, les
mono et dicotylédone, les filicophyta et les gymnospermes (Srivastava et al., 2002). L'AlIA est
impliqué dans presque tous les aspects de la croissance et du développement chez la plante
(Srivastava et al., 2002) ; il est connu pour étre impliqué dans l'initiation des racines, la division et

I'élargissement cellulaire (Vessey, 2003).

La production d'AlA a été détectée chez plus de 80 % des bactéries en provenance de la
rhizosphére. Parmi les especes bactériennes capables de produire de I'AlA, on retrouve les genres

Pseudomonas, Arthrobacter, Acinetobacter, Enterobacter et Bacillus (Yuan et al., 2011)
1.2. 1. 1.5.3. Roles de L’AIA

L’analyse du rdle de I’AIA montre que les bactéries utilisent cette phytohormone pour
établir des interactions avec les plantes dans le cadre de leur stratégie de colonisation notamment
la phytostimulation et I'intervention dans les mécanismes de base de défense des plantes (Ryan et
al., 2008).

Aprés sa production, une partie est repris par la plante qui s’ajoute a I'AlA endogene de la
plante pour stimuler la prolifération cellulaire des plantes et I'allongement racinaire (Ahmad et al.,
2005).



Elongation of primary Formation of lateral
Biosynthesis of various roots and adventitious roots
molabollleb
Root initiation
Apical dnmlnan(,e Cell enlargement

N i

Role of IAAIn .=

Fluorescenc © lants ——Y Coll di
wenlp Cell division
p Phosphate

solubilizing bacteria
Uptake by r~CH,COOH
plant \
Indole—s-amnc acid
Tissue differentiation

/ 1 \ \ Increase rate of

Fructification of plants Stimulation of nitrogen xylem formation
fixation Resistance 1o stress
lactors

Pigments lmmdlu n
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1.2. 1. 2. Effet indirect des PGPR sur la plante :

Ce mécanisme repose sur la capacité des PGPR a réduire les effets nocifs sur la plante.
L’effet phytobénéfiques indirect des bactéries PGPR résulte de 1’interactions entre les PGPR et les
pathogenes et/ou parasites de la plante, a I’occasion desquelles les effets négatifs de ces derniers
sont diminués (Ramette et al., 2006 ; Rezzonico et al., 2007). Ces interactions correspondent

souvent a de la compétition ou de ’antagonisme... (Bally et Elmerich, 2007)
1.2.1. 2.1. Antibiose

L'antibiose est une activité antagoniste provoquée par des antibiotiques, résulte de I’activité
de composants toxiques pour le pathogéne (tel les phénazines ou le 2,4- diacetylphloroglucinol)
synthétisé par les populations microbiennes antagonistes.

L’ antagonisme microbien résulte a la fois de la compétition qui s’exerce en particulier pour
les composés organiques du fait de la forte densité de microorganismes hétérotrophes dans
I’environnement oligotrophe que constitue le sol. Elle s’exerce également pour le fer (Fe**) qui est
essentiel pour le métabolisme des plantes et des microorganismes (surtout ceux qui sont aérobies)

alors que sa biodisponibilité est faible dans les sols cultivés (Stengel et al.,2009)



1.2.1.2.2. Résistance Systémique Induite (ISR)

Lors du phénomeéne appelé « résistance systémique induite » (ISR), des rhizobactéries non
pathogenes peuvent conférer a la plante un certain degré de protection a des attaques ultérieures
par un phytopathogene via la stimulation de mécanismes de défense systémique. Cette « immunité
» s’initie suite a la perception par la plante de molécules dites « élicitrices » produites par le
microorganisme bénéficiaire. Ce phénomene fait appel séquentiellement a la reconnaissance par
I’héte d’¢éliciteurs produits par 1’agent inducteur a I’émission d’un signal requis pour propager I’état
induit de manicre systémique et a 1’expression de mécanismes de défense sensu stricto qui

permettent de limiter la pénétration du pathogeéne dans les tissus de la plante.

Les événements moléculaires associés a I’ISR sont de mieux en mieux connus. Ainsi, la
transmission du signal émis suite a la perception de I’agent infectieux repose sur différentes voies
dans lesquelles 1’acide salicylique, 1’acide jasmonique et 1’éthyléne jouent un réle crucial
(Glazebrook et al., 2003). Cependant, ces voies s’interpénétrent et agissent avec d’autres
mécanismes pour former un réseau de régulation modulable permettant a la plante d’initier une
réponse défensive spécifique en fonction de la nature du pathogéne, qu’il soit virus, bactérie,

champignon, insecte ou nématode (De Vos et al., 2005).
1.2.1.2.3. Production au cyanure d’hydrogéne :

Le cyanure d’hydrogéne (HCN) est un métabolite secondaire qui fait partie des cyanides. Il peut
étre produit directement de la glycine ou des glycosides cyanogénes (Bakker et Schippers, 1987).
La glycine est un acide aminé considéré comme le meilleur précurseur de la production des

cyanides chez les microorganismes (Askeland et Morrison, 1983).

L’HCN produit par les PGPR assure un role bénéfique pour la plante par son effet antagoniste
contre les maladies des racines (Defago et Haas, 1990). Cette production est largement variable
selon les conditions environnementales dans lesquelles les rhizobactéries évoluent, notamment la
composition des acides aminés dans la rhizosphere et les exsudats racinaires, les pratiques
culturales, la disponibilité du fer ferrique dans le sol et la présence des sidérophores (Knowles et
Bunch, 1986).



I. 2.1.2.4. Enzymes lytiques

L'amélioration de la croissance par l'activité enzymatique est un autre mécanisme utilisé
par les rhizobactéries favorisant la croissance des plantes. Les PGPR peuvent produire certaines
enzymes telles que les chitinases, la déshydrogénase, la 3-glucanase, les lipases, les phosphatases,

les protéases, etc (Lanteigne et al., 2012 ; Joshi et al., 2012).

Ils manifestent une activité hyperparasitaire, attaquant les agents pathogenes en excrétant
les hydrolases de la paroi cellulaire. Gréace a l'activité de ces enzymes, les rhizobactéries favorisant
la croissance des plantes jouent un rdle trés important dans la promotion de la croissance des
plantes, en particulier pour les protéger des stress biotiques et abiotiques en supprimant les
champignons pathogenes, notamment Botrytis cinerea, Sclerotium rolfsii, Fusarium oxysporum,
Phytophthora sp, Rhizoctonia solani et Pythium ultimum (Hayat et al., 2010 ; Nadeem et al., 2013).

1.2.1.2.5. La compétition pour I’espace et les nutriments

La compeétition pour I'espace et les nutriments est un mécanisme biologique utilisé par les

PGPR pour éliminer les phytopathogénes.

Cette compétition entre deux ou plusieurs microorganismes concerne soit les éléments
nutritifs, I'espace ou les autres facteurs environnementaux qui deviennent limitatifs pour leur
croissance (Dommergues et Mangenot.,1970)Dans certains cas, une réduction de la maladie peut
étre associée a une colonisation importante des racines par les bactéries bénéfiques, ce qui réduit
le nombre de sites habitables pour les micro-organismes pathogenes et, par conséquent, leur
croissance (Piano et al., 1997). Mais, cette corrélation entre | importance de la population de PGPR
sur les racines et la protection observée n’est, dans certains cas, pas vérifiée et ne peut donc pas

étre considérée comme une régle générale (Reyes et al., 2004).

L'idée qu’une rhizobactérie a croissance rapide pourrait €liminer les pathogénes fongiques
par la compétition pour le carbone et les sources d'énergie fut beaucoup discutée. Le PGPR doit
atre présent sur les racines en nombre suffisant pour avoir un effet bénéfique et capable d instaurer

une competition pour les nutriments dans la rhizosphére (Haas et Defago, 2005).



1.2. 2. Taxonomie des PGPR

Le nombre de PGPR identifiées a augmenté d’une fagon significative. Ces microorganismes
cultivables, présentant une diversité de genre et d’espéces, appartiennent majoritairement aux trois
phyla suivants : Proteobacteries, Firmicutes, Actinobacteries (Hugenholtz, 2002). De nombreux
genres bactériens incluent les PGPR des taxons trés divers (Kloepper, 1992).

Le phylum des proteobacteria comprend 3 classes :
1.2.2.1. Alpha-proteobacteria

Les PGPR appartenant a cette classe sont classés par leur capacité a fixer 1’azote et a noduler les
plantes. Ces souches peuvent se comporter comme PGPR quand elles colonisent les racines des
plantes non légumineuses dans une relation non spécifique. En effet, le genre Rhizobium contient
également des souches PGPR (Sawada et al., 2003). Elle comprend de nombreux genres de
bactéries phototrophes pourpres non sulfureuses tels que Rhodovulum, Rhodobium,

Rhodopseudomonas.(Bertrand et al., 2011).
1.2.2.2. Les Beta-proteobacteria

Elle comprend quelques bactéries phototrophes pourpres non sulfureuses. Elles constituée
de 6 ordres. (Bertrand et al., 2011).

1.2.2.3. Les Gamma-proteobacteria

Elle comprend le plus grand nombre de Proteobacteria regroupées dans 13 ordres, parmi
ces ordres, les Pseudomonadales comprennent deux familles, les Pseudomonadaceae avec les
genres Pseudomonas, bactéries communes des sols et des eaux, et les Moraxellaceae avec les

genres Moraxella, Acinetobacter, rencontrés dans les sols (Bertrand et al., 2011).

Dans la famille des Pseudomonadaceae, le genre Azotobacter est compose de bactéries qui

favorisent la croissance des plantes principalement a cause de sa capacité de fixer 1’azote (Sturz et

Christie, 2003).
1.2.2.4. Les Firmicutes

Parmi les bactéries telluriques a Gram positif, les Bacillus sont les types les plus communs

et les plus prédominants, ils représentent 95% de la flore isolée. Ce sont des bactéries aérobies ou



aéro-anérobies facultatives formant des endospores (Bergey’s, 2010). Depuis la découverte de la
bactérie (1913) le genre Bacillus a subi des changements taxonomiques considérables la
réorganisation de ce genre a été initiée en 1992 par la création des 37 nouveaux genres avec Bacillus

sont inclus dans 1’ordre des Bacillales et la famille des Bacillaceae (Govindasamy et al., 2010).
1.2.2.5. Les Actinobactéries

La majorité des especes sont saprophytes ou commensales et principalement
telluriques ; quelques-unes (exp Mycobacterium) peuvent étre pathogenes chez des individus a
résistance affaiblie. Quelques-unes vivent en symbiose a l'intérieur de plantes pour lesquelles elles

fixent I'azote atmosphérique (Bergey’s, 2010).
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Chapitre 2 : Matériels et méthodes

1. Matériels et méthodes

I1.1. Localisation de la zone d'étude et caractéristiques physico-chimiques des

sols prélevés :
11.1.1. Délimitation de la zone d’étude

L’ensemble des prélévements ont été réalisés a partir de la rhizosphere des sols prélevés a

différentes cultures dans les régions de Mesra et d’elhadjdj de la wilaya de Mostaganem (Figure
11.1)
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Figure I1. 1: localisation de la zone d’étude

11.1.2. Prélevement des échantillons du sol

Apreés I’élimination de la partie superficielle du sol (10-15 c¢cm) ; un poids non déterminé du
sol a été préleve de maniere aseptique dans des sachets stériles (figure 1. 2). Les préléevements ont

ensuite été ramenés au laboratoire et conservés pour ’analyse. (Aly et al., 2012).
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Figure 11.2: prélevement d’échantillon de sol.

11.1.3. Caracteres physicochimiques du sol

La diversite de la communauté microbienne du sol est fortement influencée par la
structure et les caracteres physico-chimiques de ce dernier. Dans cet objectif, il était important de

déterminer les paramétres du sol de notre étude tel que le pH, I’humidité.

11.1.3.1. PH du sol

Il est déterminé par la méthode potentio-métrique a 1’aide d’un pH metre de type ADWA
AD 1030. Pour la mesure, 25 g du sol ont été dissouts dans un Bécher contenant 50 ml d’eau
distillée. Le mélange a été agité au vortex pendant quelques minutes ensuite le pH de la suspension
a été mesuré avec le pH métre (llyas et al., 2012).
11.1.3.2. Humidité du sol

L’humidité des échantillons a été mesurée par la prise de 50g du sol dans un Becher de
150ml propre, le Becher a été ensuite étuvé a une température de 105 °C pendant 24 heures. Les
échantillons ont été pesés pour déterminer la constance du poids de 1’échantillon de sol. Le calcul
de la teneur en humidité a été fait selon (llyas et al., 2012) suivant la formule suivante :

Humidité du sol (%) - poids du sol humide(g)—poids du sol sec(g) X100

poids du sol humide
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11.2. Isolement et identification des rhizobactéries
11.2.1. Isolement des rhizobactéries

Une solution mére a été préparé par 1’ajout de 10 g de sol rhizosphérique a un flacon de 200
ml contenant 90 ml d’eau physiologique, ensuite une série de dilutions décimales ont été réalisées
(de 1012 107). A partir des 3 derniéres dilutions, 0,1 ml de chacune a été prélevé et étalé en surface
sur gelose LB (annexe ). Ensuite, les boites ont été incubées a 28+2°C durant 48 heures. (Figure
11.3)

11.2.2. Purification et conservation des isolats

La gélose nutritive (annexe 1) a été utilisé pour la purification des isolats par la méthode
des quatre cadrans, ensuite les isolats purs sont numérotés puis conservées dans des tubes de gélose

inclinée a 4°C pour le reste des tests. (Figure 11.03).
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Figure 11.3 : isolement et purification des isolats
11.2.3 Identification des isolats

11.2.3.1. Caractérisation macromorphologique des isolats :

L’observation de I'aspect macroscopique des colonies permet d'effectuer une premiére
caractérisation, avec une orientation possible des résultats au cours de l'identification. L’examen
macroscopique des colonies développées sur gélose nutritive permis de déterminer la forme, le

relief, le contour et la couleur des colonies.
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11.2.3.2. Caractérisation microscopique des isolats :

La coloration de gram a été faite pour 1’ensemble des souches pour avoir le gram, la forme.

(Annexe I).
11.2.3.3. Caractéres biochimiques
11.2.3.3.1. Test de catalase

La catalase est une enzyme qui dégrade I'eau oxygénée (H.02) en eau métabolique (H20)

et oxygene (Oz), selon la réaction suivante :
2H0; ey 9 H,0+0>

La recherche de la catalase se fait en suivant le protocole suivant ; sur une lame propre et
séche, une goutte d’eau oxygénée a été déposée, a l'aide d'une pipette pasteur, une colonie a été
prélevée et mélangée avec la goutte d’eau oxygénée. L'observation est immédiate, s’il y aura des
bulles, causée par le dégagement gazeux de dioxygene, l'isolat est catalase positive (+), sinon elle

est catalase négative (-). (Marchal et al., 1991)
11.2.3.3.2. Test oxydase

C’est une enzyme qui intervient dans divers couples d’oxydoréduction, I’enzyme
recherchée est la phényléne-diamine-oxydase, pour cela, un disque d’oxydase est déposé sur une
lame, il est imbibé avec une goutte d’eau physiologique stérile. Puis une partie de la colonie a
étudier y est étalée (Flandroits et Chomarat, 1988). Une coloration violet foncé apparait
immédiatement sur le disque indiquant une oxydase positive. L’absence de coloration indique que

I’oxydase est négative.
11.3. Evaluation de la production d’AIA par les isolats

11.3.1. Réactivation des isolats

Les isolats préalablement conservés dans la gélose inclinée, ont été ensemencees dans des
boites de pétri contenant la gélose nutritive, apres incubation a 28+2°C pendant 24 heures, les

cultures ont été utilisées pour préparer I’inoculum. (Figure 11.4)
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Figure 11.4: réactivation des souches
11.3.2. Production de I’acide indole acétique

L’analyse quantitative (dosage colorimétrique) de la production de 1’acide indole acétique
a eté effectuée suivant la méthode décrite par Loper et Schroth (1986). Un Erlenmeyer de 250
contenants 50 ml du milieu de culture Luria Bertani additionné de 100mg/l de tryptophane a été
ensemencé par 1 ml de la culture bactérienne dont la densité optique a été réglé a 0.8 (de chaque
isolat). Apres incubation a 28 + 2°C pendant 96 h dans 1’obscurité dans une étuve agitée a 160 rpm,
5ml de la culture ont été centrifugés a 6000tr/min pendant 20 min, ensuite 1 ml de surnageant a été

additionne de 2 ml du réactif de Salkowski (Annexe I) (figure 11.5).

Le développement de la couleur rose observé aprés 30 min d’incubation & température
ambiante dans 1’obscurité indique la production de I’ATA. La densité optique a été mesurée a 530
nm (spectrophotométre JENWAY 6715), les concentrations de I’AIA ont été déterminées en

utilisant une courbe d’étalonnage (Hamoum, 2017).
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Figure 11.5: production d’acide indole acétique par les isolats.
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Résultats et discussion

I11. Résultats et discussion

I111.1. Résultats

I11.1.1. Caractérisation physico-chimique des sols

Six prélevements ont été réalisées a partir de deux zones géographiques différentes
(Elhadjadj et Mesra). Les coordonnés cartographiques ainsi que la date d’échantillonnage sont
mentionnées dans tableau I11. 1. L analyse des résultats montre que les valeurs de PH varient entre

(7,02-7,81) ce qui indique que ces sols sont légérement alcalins.

Des taux d’humidité faibles ont été enregistrés dans la plupart des échantillons, une valeur
minimale d’humidité (10,88 £0,38 %) a été obtenue pour 1’échantillon prélevé a partir de Mesra,
les taux d'humidité les plus élevés ont été ainsi obtenue pour les échantillons 2 et 5 avec des taux
de 16,64 +0,62 et 17,21 £012 respectivement

Tableau.lll.1 : Localisation des ponts de prélevement des échantillons

Echant Date Humidité Isolats
" Plante d’échantillonnage PH (%) bactérienne
obtenus
01 | Lentille | 17/04/2021 | "31*011 | 15882032 ,
02 | Artichaut| 17/04/2021 | "73*0.01 | 16642062 s
Pois
7,22 £0,44 | 14,33 +0,54
03 chiches 17/04/2021 3
04 Haricot 17/04/2021 7,81 £0,21 | 15,21 +0,12 .
05 Féve 17/04/2021 7,54 £0,25 | 17,21 +012 ,
06 Féve 16/04/2021 7,02 +0,86 | 10,88 +0,38 9
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111.1.2. Caractérisation morphologiques et biochimiques des isolats
bactériennes :

L’isolement bactérien a partir du sol rhizosphérique sur le milieu LB a permis d’obtenir 31
isolats. Les études macroscopiques des isolats ont montré la présence de colonies de forme et de
taille variable transparente et opaque de couleur blanchatre et beige. L’examen microscopiques des
difféerents isolats a mis en évidence la présence de bactéries bacillaire de grand et petite taille et des

coccobacilles. Tableau I11.2. (Annexe II).

Parmi ces isolats, 79,19 % sont a coloration de Gram négative et 25,80 % sont a coloration
de Gram positive. L'étude de leur caractere biochimiques a déemontré que 83.87% sont catalase
positive et 16,13 % sont catalase négative et pour 1’oxydase 77,42 % s’est avéré négative et 22,58
% positive. (Figure 111.1) (Figure 111.2).

= Gram positive = Gram négative m catalase positive = catalase négative

4

-

= oxydase positive = oxydase négative

-

Figure I11.1 : caractéeres des isolats :
A : pourcentage de gram; B : pourcentage de catalase ; C : pourcentage d’oxydase
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Figure I111.2 : Caracteres microscopiques des isolats :
A :isolat D2 ; B : Isolat X3

111.1.3. Production de de I’acide indole acétique (AlA)

Les taux de production de I’acide indole acétique observés varié de 3,07+0,021 jusqu’au
55,74+0,028 pg/ml . La comparaison des moyennes deux a deux par le test de Newman et keuls a
montré que les trois isolats E2, B4 et C1 ont présenté des taux de production d’AIA les plus élevés
par rapport a la majorité des isolats testés avec des valeurs d’AIA (ug/ml) de 55,47 +0.028,
37,68+0.021 et 27,26+0.021 respectivement, (tableau 111.3) (Annexe I11).

Des taux de production moyennes ont été observées chez les cing isolats B13, C2, B10 et
B2 avec des valeurs d’AIA (ug/ml) allant de 16,56+0.021 jusqu’a 11,42+0.035. Les isolats E6, X1,
B12, B8, F2, B1, X3, B3, D2, D4, B6, E3, F1 et E8 ont présenté des taux de production d’AIA
faibles avec des valeurs d’AIA (ug/ml) allant de 3,070,021 jusqu’a 9,780,007, tandis que les
isolats X2, B7, C3, B9, D1, E5, E1, D3, E7 et B5 ont été négatif pour le test de production d’AIA.
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Figure 111.3 : Taux de production d’acide indole acétique par les isolats bactériens.
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111.2. Discussions

Les rhizobactéries favorisant la croissance des plantes (PGPR) représente un groupe
hétérogéne de bactérie que 1’on retrouve dans la rhizosphére, a la surface des racines et en
association avec les racines, ce qui peut améliorer la croissance des plantes directement ou/et

indirectement.

Au cours de notre travail les régions d’clhadajadj et du Mesra dans la wilaya de

Mostaganem ont été choisis comme des lieux d’échantillonnage.

Les caractéres physico-chimiques du sol peuvent fortement influencer la distribution, la
croissance et la production de métabolites chez les microorganismes (Aurelia et al., 2013), Le pH
du sol est considéré comme le plus important facteur influencant la structure de la communauté
microbienne (Msimbira et Smith,2020). En fonction du pH, les sols sont classés en sol acide, neutre
ou alcalin. Les sols cultivés sont généralement caractérisés par des pH neutre, faiblement acide ou
faiblement alcalin, avec des valeurs qui varient entre 4 et 9. La plupart des sols de jardin sont

neutres, c¢’est-a-dire aux environs de pH 7(Anonyme, 2014).

Non résultats ont montré des valeurs de pH légérement alcalins. Des travails similaires de
(Minda et al., 2015) ont rapporté le caractére alcalin du sol rhizosphérigue prélevés. La mesure de
I'numidité des différents échantillons de sols a montré des valeurs allant de 10,88 a 17,21

confirment que le sol a une faible humidité, cela est due peut-étre aux saisons de prélévement.

L’identification des isolats a permis de mettre en évidence la présence d'une grande diversité
microbienne. Parmi ces isolats 79,19% sont des bactéries a gram négative et 25,80 % a coloration
de gram positive. Ces résultats sont d'accord avec la majorité des études sur les bactéries de la
rhizosphere qui rapportent que les souches a coloration de gram négative sont plus nombreuses que

les souches a gram positive (Kloepper et al., 1992).

(Hayet et al., 2010) ont trouvé plusieurs espéces bactériennes dans la rhizosphére qui ont
été qualifiées comme étant des PGPR, notamment des bactéries appartenant aux genres Bacillus,
Azospirillum,  Enterobacter, Klebsiella, Pseudomonas, Rhizobium, Bradyrhizobium,

Azorhizobium, Allorhizobium, Sinorhizobium et Mesorhizobium.

~30 -~



Chapitre 3 : Résultats et discussion

L’acide indole acétique (AIA) est l'un des auxines les plus physiologiquement actives,
c’est un type de phytohormone connue (Malhotra et Srivastava, 2008). 1l fonctionne comme un
signal important dans la régulation du développement des plantes (Ryu et Patten, 2008)

Les résultats de notre étude ont démontré que 67,75% de nos 31 isolats ont la capacité de
produire 1’auxine AIA avec des concentrations qui varient de3,07+0,021 a 55,74 +0,028 Ces
résultats sont en d'accord avec les travaux de Zakharova et al., (1999), qui mentionnent qu’environ
80% des bactéries rhizosphériques sont capables de produire cette phytohormone. Au niveau de la
rhizosphere.

La production de I’AIA par les microorganismes est effectuée a partir des exsudats
racinaires, la production d'auxine par les bactéries augmente lorsque le milieu de culture est
additionné de précurseur plus approprié, comme le tryptophane pour la production d’AlA, cette

production s’améliore avec 1’augmentation de la concentration du précurseur (Barazani et

Friedman, 2000 ; Tsavkelova et al.,2006)
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Conclusion

Conclusion

Les bactéries qui colonisent la rhizosphére et les racines des plantes améliorent leur
croissance par quel conque mécanisme sont appelés PGPR (Lynch et Whipps, 1990).

L’objectif de ce travail s'est focalis¢ sur I’amélioration de la production de 1’Acide
Indole Acétique par des souches bactériennes isolées a partir de la rhizosphére dans différente

régions de la wilaya Mostaganem.

Un totale de 31 isolats ont été isolés a partir la rhizosphére. Elles ont été soumises a une
identification préliminaires par des examens macroscopiques et microscopiques et quelques
testes biochimiques. Tous les isolats ont été ensuite évalués pour estimer leurs capacités de

production de I'acide indole acétique.

Les résultats obtenus dans ces tests montrent que la plupart des souches produisent
I’AIA. Le dosage repose sur la mesure de la densité optique a 530 nm, I’auxine est détectée par
une réaction colorimétrique de Salkowski. Les quantités d'auxine produites varient entre
3,070,021 ; & 55,74+0,028 pg/ml.

Ces résultats montrent que la souche E2 est la meilleure productrice de 1’auxine, elle

atteint son maximum de production avec une valeur de 12,41 + 0,73 ug/mg.

Par ces résultats, nous pouvons conclure que les PGPR ont la capacité de produire une
quantité importante d’acide indole-acétique et peuvent étre utilisees comme bio-fertilisants
végétale pour I’amélioration de la production agricole et étre un treés bon alternatif aux engrais

azotés ce qui va conduire a un meilleur rendement.

Au terme de ce travail qui ouvre plusieurs perspectives de recherches, ils seraient

intéressants d’approfondir les investigations en :

-ldentifiant les souches les plus performantes (identification moléculaire par le

séquencage de I’ARNTr 16s par exemple).

-Testant les autres activités PGP avant et aprés mutation pour détecter les autres

améliorations
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