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Résumé

Les bactéries de la rhizosphére jouent un réle important dans la lutte contre les
champignons phytopathogénes et dans 1’améliorent de croissance des plantes par une grande
variété demécanismes. Notre étude a porté sur la recherche et la sélection de ces bactéries,
vingt-quatre isolats ont été isolés a partir de la rhizosphere des différents plantes cultivées
dans la région de Safsaf et Achdacha. Les isolats ont été testés pour évaluer leur pouvoir
antagoniste a I’égard de dix champignons phytopathogéne.lls sont également testés pour leur
capacité de produire les enzymes dégradant la paroi cellulaire (pectinase ;amylase ; cellulase)
ainsi que les activités liées a la PGP (AIA et solubilisation de phosphate). Les résultats ont
montré que la majorité des isolats présentes une activité antagoniste vis-a-vis les champignons
phytopathogéne. La plupart des isolats ont la capacit¢ de production des enzymes
hydrolytique (cellulase et amylase), et pour 1I’enzyme pectinase les 24 isolats ont été incapable
de produire cette enzyme. Quatre isolats ont été capable de solubiliser le phosphate. Huit
isolats étaient productifs d’acide indole acétique. L’ensemble des caractéres PGP des divers
isolats étudiés dans la présente étude suggérent que ces microorganismes peuvent favoriser la

croissance des plantes.

Mots clés : rhizosphéere, PGP, AIA, phosphate, pectinase, amylase, cellulase.



Abstract

Rhizosphere bacteria play an important role in controlling plant pathogenic fungi and
enhancing plant growth through a wide variety of mechanisms. Our study focused on the
research and selection of these bacteria, twenty-four isolates were isolated from the
rhizosphere of different plants grown in the region of Safsaf and Achaacha. The isolates were
tested to assess their antagonistic potency against ten phytopathogenic fungi. They are also
tested for their ability to produce cell wall degrading enzymes (pectinase; amylase; cellulase)
as well as PGP-related activities (AIA and phosphate solubilization). The results showed that
the majority of isolates present antagonistic activity against phytopathogenic fungi. Most
isolates have the ability to produce hydrolytic enzymes (cellulase and amylase), and for the
enzyme pectinase all 33 isolates were unable to produce this enzyme. Four isolates were able
to solubilize phosphate. Eight isolates were productive of indole acetic acid. The set of PGP
characters of the various isolates studied in the present study suggest that these

microorganisms can promote plant growth.

Keywords: rhizosphere, PGP, AIA, phosphate, pectinase, amylase, cellulase.
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Introduction

La quéte constante de I’homme pour I’amélioration de la productivité et la réduction
des colits des produits agricoles ont eu des incidences négatives et a plusieurs niveaux. La
qualité de I’environnement a été particulieérement touchée : contamination de 1’eau par une
utilisation intensive de produits phytosanitaires et d’engrais de synthése, présence dans les
aliments de résidus nocifs pour la sant¢, appauvrissement des sols, réduction de la biodiversité
du fait de la présence de mono cultures de masse, et particuliérement la perturbation de la vie
microbienne (Mezaache; 2012)

Dans le sol, les microorganismes représentent la majorité des organismes vivants et
constituent une importante part de la diversité génétique de la planéte. Il a été estimé qu’un
gramme de sol contenait de 10'° a 10!! bactéries (Horner-Devine et al; 2003), de 6000 a
50000 especes bactériennes (Curtis et al; 2002) et jusqu’a 200 milles hyphes fongiques
(Leake et al; 2004). De plus, les microorganismes jouent un rdle clé et influencent un grand
nombre des processus des différents écosystémes incluant 1’acquisition des éléments nutritifs
pour les plantes (Pivato er al; 2009), les cycles géochimiques comme celui de l’azote
(Kowalchuk et Stephen; 2001) ou du carbone (Hogberg et al; 2001) et la structure du sol
(Rillig et Mummey; 2006). Cependant, leur impact sur la productivité et la diversité¢ des
plantes est encore mal compris. Depuis plus d’un siecle, la compréhension des interactions
plantes-microorganismes dans la rhizosphére a suscité 1’intérét de nombreux chercheurs.
(Mezaache; 2012)

La microflore rhizosphérique est naturellement constituée d’un assemblage complexe
de microorganismes procaryotes et eucaryotes (Cardon et Gage; 2006). Parmi ces
microorganismes, certains sont présents dans la rhizosphére sans que leur influence sur le
développement des végétaux ne soit connue (microorganismes commensaux), certains sont
favorables aux plantes (mutualistes) alors que d’autres ont des effets déléteres sur les plantes
(parasites et phytopathogenes).

La croissance, la santé des plantes et leur diversit¢ sont donc influencées par la
diversité des populations microbiennes présentes dans la rhizosphére (Lemanceau; 1992;
Bloemberg et Lugtenberg; 2001; Whipps; 2001; Weller ef al; 2002; van der Heijden et
al; 2008). Les rhizodépots jouent un rdle actif dans la régulation des interactions mutualistes
et parasites/pathogenes, entre les plantes et les microbes du sol (Hirsch et al; 2003). Deux
catégories d’effets bénéfiques des microorganismes sur les plantes peuvent étre distinguées
(van der Heijden ez al; 2008) : (1) les effets directs via les organismes microbiens associé€s a

la racine qui mettent en place des relations mutualistes avec les plantes et (ii) les effets
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indirects via I’action des microorganismes vivant librement dans la rhizosphére qui modifient
les taux d’approvisionnement en éléments nutritifs et la répartition des ressources.

Parmi les microorganismes a effets bénéfiques indirects, il existe notamment des
bactéries dont I’effet global favorise la croissance de la plante (Lemanceau; 1992). Le terme
PGPR (plant growth-promoting rhizobacteria) désignant ces bactéries a été¢ introduit par
Kloepper et Schroth (1978). Différents mécanismes sont a 1’origine des effets PGPR des
bactéries rhizosphériques. Par ailleurs, de nombreuses bactéries sont capables d’améliorer la
sant¢ des plantes en limitant la croissance saprophyte des microorganismes phytopathogenes.
Certaines sont utilisées en agriculture comme agents de lutte biologique (Bloemberg et
Lugtenberg; 2001; Whipps; 2001).

La microbiologie de la rhizosphere est rapidement devenue un domaine de recherche
populaire aprés que l'on se soit rendu compte que certains genres bactériens tels que
Pseudomonas a souvent été considérées comme des agents de lutte biologique efficaces
contre les pathogenes végétaux du sol en raison de leur production de métabolites comme les
antibiotiques, les sidérophores et le cyanure d'hydrogéne (O'Sullivan et O'Gara; 1992;
Thomashow et Weller; 1996).

Les Pseudomonas ont une capacité ¢élevée a coloniser la rhizosphére ainsi que les
racines des plantes et sont capables de former des associations intimes avec leurs hotes. Des
especes de Pseudomonas sont capables de mettre en place des interactions mutualistes. Elles
sont trés largement représentées parmi les bactéries a effet PGPR qui promouvaient la
croissance des plantes. Ces bactéries sont aussi largement retrouvées parmi les agents
potentiels de lutte biologique qui ont pour effet d’améliorer la santé des plantes et sont
notamment connues pour leur effet antagoniste avec les phytopathogenes. La grande diversité
des mécanismes d’action de ces Pseudomonas est principalement liée a leur grande capacité a
produire une large gamme de métabolites secondaires et a induire I’ISR chez les plantes
(Bloemberg et Lugtenberg; 2001; Whipps; 2001; van Loon; 2007; Weller et al; 2002;
2007).

Par conséquent, cette étude a pour objectif d’examiner des isolats de pseudomonas
ayant une activité¢ antagoniste vis-a-vis des phytopathogeénes. Pour atteindre ces objectifs, le
plan travail suivant a été réalisé :

1. Isolement des pseudomonas a partir de la rhizosphére.

2. Etude des caractéres morphologiques et biochimiques des isolats.

3. Evaluation de I’activité antagoniste des isolats vis-a-vis des phytopathogénes
4.

Evaluation des activités PGP des isolats.
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Chapitre 1 Synthése bibliographique

I. Synthése bibliographique
I.1. Rhizosphére

Le terme « rhizosphere » fit utilis¢ pour la premicre fois par Hiltner (1904) pour
désigner la zone des interactions entre bactéries et racines des 1égumes (Durand et Knusden;
2002). Plus tard, Curl et Truelove (1986) décrivent la rhizosphére comme « une zone étroite
du sol sujette a I'influence des racines, suite a la perte ou a I’exsudation de substances
affectant 1’activité microbienne ». Ainsi, la rhizosphére (s’étendant a 5 mm en dehors de la
surface racinaire) est formée de I’interaction de la plante, du sol adjacent a la racine et des
micro-organismes associé¢s (Durand et Knusden;2002). Globalement, il existe trois éléments
distincts reconnus dans la rhizospheére : la rhizospheére, le rhizoplan, et la racine elle-méme.

e La rhizosphére est la zone de sol influencée par les racines grace a la libération de
substrats affectant l'activité microbienne.

e Le rhizoplan est la surface de la racine, comprenant les particules de sol adhérant
fortement.

e Laracine est elle-méme une partie du systéme, car certains micro-organismes
endophytes sont capables de coloniser les tissus des racines internes (Bowen et

Rovira;1999).

Par leur activité et leurs exsudats, les racines sont qualifiées d’ingénieurs biologiques du

sol. Elles permettent le maintien des communautés microbiennes (Lawton et Jones;1995).
I.1.1. Rhizodéposition

Selon Whipps (1990) et Bais er al(2006), plus de 40% des photosynthétats de la
plante passent au niveau du systéme racinaire sous forme de rhizodépots (Fig. 1).1l s’agit de
composés solubles de faible poids moléculaire tels les sucres ou des acides aminés, facteurs
de croissance et des hormones, libérés par diffusion passive hors des cellules racinaires
(Roviraet al., 1979).Les exsudats sont impliqués dans 1’¢tablissement des associations
plantesmicroorganismes et déterminent essentiellement la structure des communautés
microbiennes dans la rhizosphére en stimulant leur chimiotaxie (Marschneret al., 2001;

Whipps; 2001 ; Somers et al; 2004).

La structure complexe des communautés microbiennes dépend de la composition des
exsudats racinaires (Yang et Crowley; 2000), de I’age de la plante, du type de racines et de la

composition du sol (Anderson et al; 1993 ; Chiariniez al; 1998).
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Chapitre 1 Synthése bibliographique

Zones de la racine Froductions de la racine:
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Figure. 1: Sites de production des différentes classes de rhizodépots le long d'une racine

(Gobatet al; 2004).

I.1.2. Communauté microbienne de rhizosphére

Les populations microbiennes sont présentes dans diverses niches écologiques, y
compris dans des environnements extrémes présents a la fois dans la lithosphére et
'ydrosphére, ou leurs capacités métaboliques jouent un rdle essentiel dans le cycle
géochimique des nutriments (Aeronet al;2011; Daniel; 2005; Jha et al; 2011). Les
populations bactériennes du sol, en particulier, ont la capacité de se développer rapidement et
d'utiliser une trés large gamme de substances différentes comme sources de nutriments. La
flore bactérienne sont dispersées dans le sol, souvent attachées aux particules du sol, et

beaucoup interagissent avec les racines des plantes.

La rhizosphere est I'une de ces niches écologiques bien caractérisées qui comprend le
volume de sol entourant les racines des plantes avec la population bactérienne la plus élevée
qui est influencée par les exsudats des racines, comme l'a défini Hiltner (1904). Il est
fréquent que la population bactérienne dans la rhizosphére soit 100 a 1 000 fois plus élevée
que dans le sol. Cela s'explique par le fait que ces bactéries possédent une polyvalence

métabolique qui leur permet de s'adapter et d'utiliser efficacement les exsudats racinaires. En
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Chapitre 1 Synthése bibliographique

outre, 15 % de la surface des racines est couverte par des populations microbiennes

appartenant a plusieurs especes bactériennes (Govindasamy et al;2011 ; Jha et al; 2010).
I.2. Les rhizobactéries favorisant la croissance des plantes(PGPR) :

Les rhizobactéries favorisant la croissance des plantes (PGPR) comprennent des
bactéries qui résident dans la rhizosphére et améliorent la santé des plantes, contribuant ainsi a
augmenter leur croissance. La majorité des PGPR appartient aux genres Acinetobacter,
Agrobacterium, Arthobacter, Azotobacter, Azospirillum, Burkholderia, Bradyrhizobium,
Rhizobium, Frankia, Serratia, Thiobacillus, Pseudomonads et Bacillus. (Glick; 1995 ;
Vessey; 2003). Au cours des dix dernic¢res années, le role de la rhizosphére en tant que niche
écologique dans le fonctionnement de la biosphére a permis aux PGPR de gagner en
importance, ce qui a finalement favorisé la recherche visant a comprendre les mécanismes des
PGPR dans la rhizosphére. Une rhizobactérie putative est qualifiée de PGPR lorsqu'elle est
capable de produire un effet positif sur la plante lors de I'inoculation, démontrant ainsi de

bonnes capacités concurrentielles par rapport aux communautés rhizosphériques existantes.

En général, environ 2 a 5 % des bactéries de la rhizosphére sont des PGPR

(Antoun&Prévost; 2006; Jha et al; 2010 ; Sgroy et al; 2009 ; Siddikeeet al; 2010).

Les PGPR sont des outils potentiels pour l'agriculture durable et les tendances futures.
L'un des mécanismes par lesquels les bactéries sont adsorbées sur les particules du sol est
I'échange d'ions. On dit d'un sol qu'il est naturellement fertile lorsque les organismes du sol
libérent des nutriments inorganiques a partir des réserves organiques a un rythme suffisant

pour assurer une croissance rapide des plantes.
1.2.1. Mécanismes d’action des PGPR

L'effet d'augmentation des PGPR se produit par le biais de divers mécanismes. Le role des
PGPR n'est pas uniquement mis en ceuvre par l'effet direct d'une seule souche bactérienne,

mais par le dialogue moléculaire établi entre les micro-organismes du sol et la plante.
1.2.2. Mécanismes directs et indirects des PGPR

Une compréhension approfondie des mécanismes de promotion de la croissance des
plantes (PGP) est inévitable pour manipuler la flore rhizosphérique afin de maximiser les
processus qui enrichissent fortement la productivité des plantes. Les mécanismes PGP ont été

traditionnellement regroupés en mécanismes directs et indirects. La différence entre les deux
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Chapitre 1 Synthése bibliographique

n'est pas toujours évidente, les mécanismes indirects, en reégle générale, sont ceux qui se
produisent a l'extérieur de la plante, tandis que les mécanismes directs sont ceux qui se
produisent a l'intérieur de la plante et affectent directement le métabolisme de la plante

(Antoun&Prévost; 2006 ; Glick; 1995 ; Siddikee ez al; 2010 ; Vessey; 2003).

Par conséquent, les mécanismes directs comprennent ceux qui affectent 1'équilibre des
régulateurs de croissance de la plante, soit parce que les micro-organismes eux-mémes
libérent des régulateurs de croissance qui sont intégrés dans la plante ou parce que les micro-
organismes agissent comme un puits d'hormones libérées par la plante, et ceux qui induisent
le métabolisme de la plante conduisant a une amélioration de sa capacité d'adaptation (Glick;

2014; Govindasamy et al; 2011).

En revanche, les mécanismes indirects nécessitent la participation des processus
métaboliques défensifs des plantes, qui répondent au signal envoyé par les bactéries
influengant la plante. Deux mécanismes importants sont inclus dans ce groupe : 1'induction
d'une résistance systémique aux agents pathogenes de la plante (stress biotique) et le
développement d'un systeme de défense de la plante et la protection contre les conditions
environnementales malsaines (stress abiotique) (Aeron et al; 2011 ; Glick; 2014 ; Jha et al;

2011; Ramos-Solanoet al; 2008).
1.3. Les maladies des plantes

Lors de leur cycle de vie, les plantes sont confrontées a des stress divers, de nature
abiotique (chaleur, froid, sécheresse,..) et biotique (microorganismes, insectes ravageurs,
herbivores) (Mauch-Mani et Métraux, 1998). Les agents pathogenes de plantes peuvent étre
classés en deux catégories : ceux qui tuent leur hote et se nourrissent de son contenu
(nécrotrophes) et ceux qui ont besoin d'un hote vivant pour se nourrir et compléter leur cycle
de développement (biotrophes). Cette classification est indépendante du fait que l'infection
peut conduire éventuellement a la mort de la cellule hote. Au champ, plantes et
microorganismes pathogeénes sont constamment en contact. Les barrieres physiques et
chimiques tels que la cuticule, la paroi cellulaire et les composés antimicrobiens produits

constitutivement protégent la plante contre la majorité des tentatives d’intrusion des microbes.

Dans le cas ou un agent pathogene est capable de passer ces barrieres on distingue
deux types d’interactions selon la réponse de la plante. Soit elle arréte le parasite apres sa

reconnaissance et on aura une interaction incompatible, la plante est dite résistante et
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I’agresseur virulent; soit le développement du parasite s’effectue et on a une interaction
compatible, la plante est alors sensible et le microorganisme pathogene est dit virulent (Jones

et Dangl; 2006).
1.3.1. Champignons phytopathogene

Les champignons sont le plus important groupe de pathogene, I'infection se fait
souvent par une ouverture naturelle, stomates, lenticelles, blessures, grace a la synthése
d’enzymes hydrolytique. Dans 1’hdte, le champignon émet des toxines multiples. Les
champignons nécrotrophes (comme Botrytis), peu spécifiques, dégradent les parois de la
cellule hote. Les champignons biotrophes (comme Plasmopora), trés spécifiques, développent
un haustorium (=sugoir) au contact de la membrane plasmique de la cellule hote vivante.
D’autres especes sont hémibiotrophes, (comme Colletotrichum) responsable de I’anthracnose
du haricot présentent typiquement une courte phase d’exploitation biotrophe suivi d’une phase

d’exploitation nécrotrophe (Lepoivre; 2003).
1.3.2.Les toxines

Tout composé produit par un microorganisme, qui est toxique pour les plantes est une
phytotoxine. Il joue un rdle causal et produit des symptomes de la maladie chez les plantes
sensibles (Wheeler et Luke; 1963). Bon nombre de bactéries pathogenes des plantes et
champignons produisent des phytotoxines dans la culture et a leurs hotes (Hohl ez al;1990).
Les toxines qui affectent les plantes sont divisés en deux catégories : des toxines
hotessélectives (HST),affecte seulement les plantes hotes de 1'organisme producteur de la
toxine, et des toxines non sélectives (NST), causant des symptomes non seulement sur les
hotes de 1'agent pathogeéne, mais sur d'autres plantes. Ainsi HST est habituellement essentielle
pour la pathogénicité, c'est-a-dire la capacité de causer la maladie. En conséquence, le role de
HST dans la maladie est rarement contesté. En revanche, les NST ne sont pas essentielles

pour la pathogénicité mais peuvent étre contribué a la virulence(strange; 2003).

Les symptomes physiques causés par les toxines sur une plante infectée (le
flétrissement, chlorose et nécrose) peuvent étre facilement observés a I'ceil nu dans de
nombreux cas, mais la Iésion primaire est habituellement biochimique,certains agents
pathogénes produisent du matériel qui bloque la conductivité de 1'eau de la plante en causant

des embolies (Hamid et Strange; 2000).
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I.4. L’activité Antagoniste

L’antagonisme est défini comme étant le phénomene par lequel un organisme inhibe le
développement ou interfére avec les activités d’un autre organisme vivant par la création de
conditions défavorables dans les milieux, ou par la production de substances
antimicrobiennes.L.’antagonisme est [’action d’opposition entre deux systémes, deux
substances, deux fonctions au deux organismes ; créant une situation néfaste pour I’'un ou

pour ’autre(Weller; 1988).

L’antagonisme stimule la formation des spores et provoque un développement de
forme, de taille et de structure des hyphes, de la direction du développement, cessation
complete du développement et raccourcissement des segments d’hyphes ou, parfois méme

lyse du mycélium fongique (Weller; 1988).
1.4.1. Production de substances inhibitrices ou toxiques

Une forme trés fréquente d’antagonisme résulte de la production par une espéce
microbienne de substances toxiques pour les especes qui se trouvent a proximité. Ces
substances peuvent ne présenter aucune spécificité : elles agissent sur un trés grand nombre
d’especes microbiennes. Elles peuvent, au contraire, ne s’avérer toxiques que vis-a-vis de

certains groupes ou certaines especes sensibles. Ont dit qu’elles sont spécifiques.
L’effet de ces substances est tres variable. On distingue en général :

» Un effet bactériostatique ou mycostatique (fongistatique), se traduisant par un arrét de
la croissance de la bactérie ou du champignon.

» Un effet bactéricide ou fongicide, se traduisant par la mort définitive de la bactérie ou
du champignon.

» Un effet bactériolytique ou mycolytique, se traduisant par la désintégration oula lyse

des cellules bactériennes ou fongiques.

Les substances inhibitrices ou toxiques ont une structure chimique simple (acides
minéraux, par exemple) ou complexe (antibiotiques ou enzymes lytiques) (Dommergues et

Mangenot; 1970).
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1.5. Les Pseudomonas :

Le genre Pseudomonas est un grand groupe bactérien particuliérement important qui
appartient a la sous-classe y des protéobactéries et comprend plus d'une centaine d'especes
ubiquitaires (Bossis et al; 2000 ; Palleroni et Moore; 2004). Cependant, depuis la
découverte du genre Pseudomonas (Migula; 1894), beaucoup de noms d’espéces lui ont
été assignés. Le nombre d’espéces a subi de nombreuses variations principalement dues a
la description de nouvelles especes et a divers changements de la définition du genre
(Fig.2). Néanmoins, 188 espeéces sont actuellement répertoriées sur le site internet

http://www. bacterio.cict.fr/p/pseudomonas.html.

B Proteobacteria

y Proteobacteria

e Proteobacteria

& Proteobacieria

a Proteobacteria

Figure. 2 : Relations phylogénétiques entre les différents groupes des protéobactéries
contenant les genres bactériens actuellement ou anciennement (en gras) associés aux

Pseudomonas (Kersters et al., 1996).
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I.5.1. Caractéristiques métaboliques

Le genre Pseudomonas est caractérisé par un métabolisme oxydatif et non fermentatif,
utilisant 1’oxygéne comme accepteur final d'électrons, et méme quelques souches utilisent la
dénitrification (les nitrates sont parfois utilisés comme accepteur d'électrons ce qui permet une
croissance en anaérobiose). Les Pseudomonas spp.Fluorescents saprophytes possedent tous un
cytochrome oxydase (Lelliot er al; 1966). Elles sont aussi catalase positive, mésophile
chimio-organotrophe puisqu’elles peuvent croitre dans un milieu minéral ne contenant qu’une
seule source de carbone. Toutefois, certaines sont chimio organotrophes facultatives et
peuvent utiliser I’hydrogéne comme source d’énergie et n’ont pas besoin de facteurs de
croissance pour se multiplier. Elles peuvent utiliser des sources de carbones variables
(versatilité nutritionnelle), et certaines ont la capacité de croitre méme dans I’eau (Stanier et

al; 1966). La plupart étant saprophytes (Bossis ez al; 2000 ; Ramalhoet al; 2002).

Quelques especes comme P. syringea, sont phytopathogenes (Stanier et al., 1966), et
certaines peuvent causer des infections chez I’homme. Particulierement P. aeruginosa,
reconnu comme pathogéne opportuniste et causant des infectons pulmonaires mortelles chez

les patients atteints de fibrose kystique (Mavrodi et al; 2001).

Les températures cardinales aux quelles les espéces se multiplient varient de 4° a
42°C, cette dernicre est caractéristique de 1’espéce P. aeruginosa, alors que la température
optimale pour la croissance des especes saprophytes est située entre 28°C et 30°C. Toutes les

especes de ce genre ne peuvent croitre a pH inférieur a 4.5 (Palleroni; 1984).

Ces bactéries ont la capacité de dégrader des composés complexes, tel que les

protéines et les polysaccharides complexes comme 1’amidon, la cellulose (Palleroni; 1984).

Ces bactéries contribuent donc, de fagon significative, a la réduction des nitrates et des
nitrites qui constituent des polluants des nappes phréatiques (Latour et Lemanceau; 1997).
En raison de la richesse de leurs voies métaboliques, elles sont souvent capables de résister a
de nombreux antiseptiques ou antibiotiques ce qui explique leur présence de plus en plus
fréquente en milieu hospitalier ou elles peuvent étre isolées de l'environnement humide

(Euzeby; 2008).

L.5.2. Classification du genre pseudomonas
Par définition, les bactéries du genre Pseudomonas sont des bacilles a Gram négatif,

non sporulés, généralement mobiles grace a une ou plusieurs flagelles polaires, aérobies a

11
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métabolisme strictement respiratoire et chimio-organotrophes. Mais cette définition ne permet
pas de les différencier des autres bactéries a Gram négatifs, et doit &tre complétée par d’autres
caractéristiques phénotypiques (Palleroni; 2008).

1.5.3. Pseudomonas comme PGPR

Les Pseudomonas spp. fluorescents associés aux plantes incluent des souches pathogenes
et des souches bénéfiques. Les souches influengant avantageusement 1’hote végétal sont
désignées sous le terme « plant- probiotic 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 fagon active la
rhizosphére (Lemanceau; 1992; Brimecombe et 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 mobilité flagellée des bactéries, ce qui permet a ces
derniéres de coloniser la rhizosphere (Weert et al; 2002). Chez P. fluorescens WCS417 les
chaines lipopolysaccharides latérales constituant 1’antigene 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 une
occupation de sites suffisantes pour empécher la croissance des pathogenes (Kamilova et al;

2005).

Les espéces de Pseudomonas fluorescents ont un grand pouvoir de chélation du fer et
pourraient rendre 1’ion ferrique inaccessible aux autres microorganismes. Elles peuvent aussi
reconnaitre et utiliser les sidérophores produits par d’autres souches, alors que ces dernicres
ne sont pas capables d’utiliser le sidérophore qu’elles produisent (Mercado-Blanco et

Bakker; 2007). D’autres métabolites produits par les Pseudomonas spp. fluoresecnts peuvent
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¢galement interférer avec la croissance des phytopathogenes. Le 2,4-diacetylphloroglucinol
(DAPQG), la pyolutéorine, la pyrrolnitrine et les differents dérivés de la phenazine jouent un
role trés important dans son activité antagoniste contre Gacumanomycesgraminis (agent de la
piétine échaudage). La production de HCN par la souche de P. fluorescens CHAO réduit
lapathogénicité des chapmignons tels Thielaviopsisbasicola, agent de la pourriture noire du

tabac (Mercado-Blanco et Bakker; 2007).

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. putrefacienset P. stutzeri isolées 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 I’acide
indole3-acétique (AIA) par Pseudomonas putida GR12-2 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 ez al; 2010).
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Chapitre 11 Matériel et méthodes

I1. matériels et méthodes

I1.1. Echantillonnage

Des échantillons de sol ont été prélevées a partir de deux sites de culture situés a
Achaacha et Safsaf a Mostaganem en durant le mois de mars 2023 (fig. 3). Les coordonnés
cartographique des échantillons sont mentionnés dans le tableau 1.Les sites de prélévement
ont été choisis dans la zone intérieure du champ, le sol supérieur contenant de la maticre séche
a été retiré. A l'aide d'équipements stériles, le systéme racinaire entier ainsi que le sol de la
rhizosphére ont été collectés en creusant jusqu'a 15 cm de profondeur. Ces échantillons ont
ensuite ¢été placés dans des sacs en plastique stériles puis transporté au laboratoire jusqu'a ce

qu'ils soient analysés (Kennedy et Smith; 1995).

Figure. 3: Prélévement des échantillons de sol
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Tableau 1: Coordonnées cartographique des prélévements.

Echantillons | Coordonnés cartographique (DD’MM’SS”’) ggigsciri?an ¢

R

B 3?2;?0§89§§,EN Pomme de terre
c 36 1§ 835N Peit pors

D 3?20 50,44; 13339,?]5 N Oignon vert

E 3?; 50,44 133399]; N Pomme de terre
P e

G (3)52 50,44 133399EN Salade

H 3%5944 13.359’?EN Feve

I1.2. Isolement des Pseudomonas

L’isolement a été effectué a partir de sol fortement adhérent aux racines. 10 g de sol de
chaque échantillon ont été pesé et homogénéisé dans un Flacon contenant 90 ml d’eau
physiologique par un vortex. Puis les solutions mere de chaque échantillon ont été utilisé¢ pour
préparer des dilutions décimales ainsi des aliquotes de 0,1ml des trois derniéres dilutions (10
3: 10" et 107) ont été utilisés pour ensemencer en surface des boites de pétri contenant le
gélose King B, ensuite les boites ont été incubés a 30°C pendant 24 a 48 (Annexe 1) (Liu et
al; 2011).
IL1.3. Purification et Conservation

La purification des isolats a été effectuée selon la méthode de stries simple sur gélose
nutritif GN (Annexe 1) et incubés a 30°C pendant 24 a 48 heures, ensuite les isolats purs
obtenues ont €té conservées a 4 °C apres 24 heures d’incubation a 30°C dans des tubes de

gélose nutritif incliné (Bouras ;2018).
I1.4. Identification des isolats

I1.4.1. Caractérisation macroscopique et microscopique

Selon Holt et al (1994) et Bossis et al (2000), I’identification préliminaire des isolats
de Pseudomonas produisant le pigment fluorescent, est essentiellement basée sur les

caractéristiques morphologiques (morphologie cellulaire), la coloration de Gram, la mobilité,
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la recherche de la catalase et de 1’oxydase, voie d’utilisation du glucose, ainsi que 1’é¢tude des

caractéristiques physiologiques et biochimiques.

La coloration de Gram est une coloration de base en pratique bactériologique (Annexe
3) qui permet de distinguer les bactéries a Gram positif, des bactéries a Gram négatif sur la
base de la structure de leur forme et leur caractéristiques, cet examen a été fait sur des frottis
minces préparés a partir de colonies de chaque isolat obtenu. Ces frottis sont colorés, puis
observée a 1I’aide d’un microscope optique a grossissements (x100), les bactéries Gram-positif
apparaissent en violet foncé tandis que les bactéries Gram-négatif sont colorées en rose

(Haichour; 2017).
I1.4.2. caractérisation biochimique
I1.4.2.1. Test d’oxydase

Le test d’oxydase a consisté a mettre sur une lame de verre bien nettoyée, un disque
préimprégné d’un réactif incolore (la NNdiméthyl-paraphényléne diamine). Ensuite, avec une
pipette Pasteur, une colonie a été prélevée puis déposée doucement sur le disque. Une réaction

positive se traduit par I’apparition d’une coloration rose violacé (Anne Marie et al; 2018).

11.4.2.2. Type respiratoire

A T'aide d'une pipette Pasteur, nous avons ensemencée les isolats par piqire central
dans des tubes contenant la gélose viande foie VF (Annexe 1), puis incubée a 30°C pendant
24- 48h, le mode de croissance indique le type respiratoire de la bactérie (Delarras; 2014).
Elle peut étre : aérobie stricte : elle a besoin d'oxygene pour vivre et se développer ; micro-
aérophile : elle a besoin d'une concentration en oxygene spécifique (inférieure a celle de 1'air)
; aéro-anaérobie facultative : la présence d'oxygéne en petite quantité est préférable pour le
développement de la bactérie mais elle peut s'en passer; anaérobie stricte : la présence
d'oxygene est l1étale pour la bactérie (Haichour; 2017).
IL.5. Microorganismes phytopathogénes utilisés

Dix champignons phytopathogénes ont été utilisés pour le test d’antagonisme, ils ont
¢t¢ fournis par le laboratoire de microbiologie et biologie végétale. Université de
Mostaganem.
I1.6. Test d’antagonisme

Les isolats obtenus ont été testés pour leur pouvoir antagoniste vis-a-vis 10
champignons. Un cylindre de 3 mm de diamétre de culture fraiche (6 jours) de chaque

champignon a été prélevé et déposé au centre de la boite de Pétri contenant le milieu Potato
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Dextrose Agar (PDA) (Annexe 1) (Rabhi; 2011), puis inoculée en strie par les cultures
bactériennes a tester (a une distance approximative de 2 cm de la souche fongique), quatre
isolats ont été ensemencés sur chaque boite. Les boites inoculées ont été¢ incubés a 25°C
(selon la température optimale de croissance des especes fongiques) pendant 7 jours (Arif;

2015).

I1.7. Testes PGP

I1.7.1. Production d'acide indole acétique

La production d'acide indole acétique (IAA) a été testée sur milieu LB supplémenté de
0.2 g/L de tryptophane(Annexe 1).Le milieu a été inoculé avec 1ml de culture bactérienne de
chaque isolat et incubé a 30 °C pendant 4jours sous agitation a 160 rpm. Un test
colorimétrique a été réalisé selon la méthode de Loper et Scroth (1986). Les cultures ont été
centrifugées a 6000 rpm pendant 20 min ; 1 mL de surnageant a ét¢ mélangé avec 2 mL de
réactif de Salkowski (Annexe 2). Aprés 30 min, la DO a été mesurée a 530 nm. Les
concentrations d'AIA ont été déterminées a 1'aide d'une courbe d’étalonnage préparée a partir
d'une solution d'AIA(Annexe 4).
I1.7.2. Solubilisation dephosphate

La capacité des isolats a solubiliser les phosphates a été testée sur gélose Pikovskaya
(PVK) (Annexe 1) contenant du phosphate tricalcique (CasHPO4) comme seule source de
phosphate. Un volume de 10 pL de culture bactérienne de 24h a été déposé sur la surface de la
gélose comme décrit par Gaur (1990). Apres incubation a 30 °C pendant 7 jours, les

diameétres du halo et des colonies ont ét€ mesurés.

L’efficacité de solubilisation a été calculé selon la formule suivante( Sadiqet al; 2014 ;

Sharma et al; 2014 )

__diamétre de solubilisation+diamétre de croissance

ES X 100

dimeétre de croissance
I1.8.Les activités enzymatiques
I1.8.1.Dégradation d’amidon

Les isolats bactériens ont ét¢ ensemencées sur des boites de gélose a 1’amidon
(Annexe 1)et incubées a 37°C pendant 48 heures. Apres incubation, les boites ont été
immergés dans une solution de Lugol, I'activité amylolytique a été confirmée par la présence

d'une zone claire autour de la croissance bactérienne(Jan- Mar; 2013).
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I1.8.2.Dégradation de Cellulase

La capacité cellulolytique des bactéries a été évaluée en utilisant le milieu de Mandels
et Reese (Mandels et Reese; 1957) (Annexe 1) contenant du sel CMC. Toutes les boites
inoculées ont été colorées avec une solution de rouge Congo a 1 % pendant 15 minutes apres
une incubation a 28 °C pendant 48 heures, et distraites avec une solution de NaCl al M
pendant 15 minutes (Teather et Wood; 1982). Les zones claires de dégradation autour des

bactéries étaient positives pour la production de cellulose.
I1.8.3.Dégradation dePectine

Le milieu pectine agar (Annexe 1)a été utilis€¢ pour la sélection des isolats bactériens
productrices de la pectinase. Aprés incubation a 30°C pendant 48h, les boites ont été inondées
par une solution d’acétate de cuivre a 75% pendant 10 minutes. Un résultat positif se traduit
par un halo clair autour des colonies. A I’inverse, un résultat négatif se manifeste par

I’absence de zone d’hydrolyse (Benkahoulet al; 2017).
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Chapitre 111 Résultats et discussion

II1. Résultats et discussion

II1.1. Isolement des Pseudomonas

Apres purification sur gélose nutritif, nous avons obtenu vingt- quatre (24) isolats purs
dont 14 proviennent du sol rhizosphérique de feéves ; 6 de pomme de terre ; 2 de petit pois ; 1

de salade et 1 de I’oignon vert et tous ces isolats ont été conservé sur gélose inclinés.

I11.2. Identification des isolats

II1.2.1 caractérisation macroscopique et microscopique

L’examen macroscopique des isolats est le premier examen effectué pour
I’identification, il nous a montré la présence des colonies de forme rondes, tailles différentes

et de consistance crémeuse et certains ont été seches (fig. 4).

Figure. 4 : Aspect macroscopique des isolats
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L’observation microscopique a ét¢ faite apres coloration de Gram qui nous a permis de
différencier les bactéries selon leur forme et leur coloration, le différent isolat rhizosphérique

apparait sous forme de bacille fine coloré en rose (gram négatif) (fig. 5).

Figure. 5: Aspect microscopique des isolats

IIL.2.2. Caractéres biochimiques

Les 24 isolats ont été inoculée sur des tube contenant la gélose VF pour savoir leur
type respiratoire par rapport a leur mode de croissance autour de tube, aprés incubation la
croissance est présenté dans la partie supérieure du tube a essai ce qui explique que les isolats

sont des aérobies stricts.

La recherche d’oxydase(changement de couleur a violet sur les disques d’oxydase) est
parmi les tests biochimiques d’identification des isolats. Ce teste €taient positive pour

I’ensemble des isolats.
II1.3. Test d’antagonisme

Le test de I’activité antagoniste des isolats bactériens vis-a-vis les dix champignons

montre des résultats positifs pour 12 isolats contre différents champignons(fig. 6).

Pour le champignon 10, deux isolats avaient un effet inhibiteur (KG2a, KB3a). Huit
isolats contre le champignon 6 (KB3a, KE2, KE5, KB3b, KG10, KG2a, KG4, KA2). Et un
seul isolat contre les deux champignons 5 et 4 parles deux isolats KASb KB3b respectivement
(tab.2).
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Figure. 6 : Activité antagoniste des isolats

Tableau 2: résultats du test d’antagonisme

Isolats/champignons | 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
KB3a - - - - - + - - - +
KF5b - - - - - - - - - -
KE2 - - - - - + - - - -
KE5 - - - - - + - - - -
KB3b - - - + - + - - - -
KG9 - - - - - - - - - -
KG8 - - - - - - - - - -
KG6 - - - - - - - - - -
KG2a - - - - - + - - - +
KG10 - - - - - + - - - -
KG7 - - - - - - - - - -
KAS5b - - - - + - - - - -
KA2 - - - - - + - - - -
KG11 - - - - - - - - - -
KG4 - - - - - + - - - -
KA9b - - - - - - - - - -
KA1 - - - - - - - - - -
KC5 - - - - - - - - - -
KB2 - - - - - - - - - -
KA7 - - - - - - - - - -
KF5a - - - - - - - - - -
KA9a - - - - - - - - - -
KG2b - - - - - - - - - -
KC4 - - - - - - - - - -

+ : résultat positif
- : résultat négatif
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I11.4. Activités enzymatiques

Ces tests ont été réalisés dans le but de déterminer la capacité des isolats obtenue a
produire les enzymes nécessaires a la dégradation des sucres complexes telles que la cellulase,

la pectinase et I’amylase.
I11.4.1. Recherche d’amylase

Les résultats s’expriment par 1’apparition d’un halo d’éclaircissement autour des

colonies, observé apres addition d’une solution de Lugol (tab.2).

Des résultats positifsont ét¢ observéscheztrois isolats (KB3a, KB3b, KATl) qui s’est
traduit par 1’apparition d’une zone claire autour des colonies (fig. 7), prouvant la dégradation
de I’amidon, des résultats négatifs pour le reste des isolats, le reste des isolats étaient négatif

pour le test (fig. 8).
11.4.2. Recherchede cellulase

Le pouvoir hydrolytique de cellulose par les isolats est révélé également par la
production de cellulases (fig. 7). Le développement d’un halo clair autour des colonies
indique une réaction positive (Verma et al;2007) (tab. 1). Un total de onze isolats étaient
producteurs de cellulase ; KB3a ; KES5 ; KB3b; KG9 ; KG8 ; KG6 ; KG10; KG7 ; KA2 ;
KAO9Db et KA1, le reste des isolats étaient négatif pour le test (fig.8).

Figure. 7:Production de cellulase et I’amylase par les isolats.

I1.4.3. Pectinase
L’activité pectinolytique a été estimée sur gélose a la pectine. Apres 48 h d’incubation
a 30°, toutes les boites ensemencées par les différents isolats avaient une coloration d’acétate

de cuivreen bleu indiquantune activité de pectinase négatif (fig. 8).
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Figure. 8 :les activités enzymatiques des isolats

IIL.5. Testes PGP
IIL.5.1. Solubilisation de phosphate :

La capacité de différents isolats a solubiliser le phosphate a été testée sur milieu
PVK(Pikovskaya) selon la méthode de Gaur (1990) en mesurant I’efficacité de solubilisation
en fonction de différents diametres des colonies et des halos transparents autour des colonies
aprés 7 jours d’incubation a 30°C (fig. 11). En effet, seulement quatre isolats (KC4, KA9a,
KA9b, KE2) ont produit une zone claire autour de la colonie ce qui signifie une solubilisation de

Cas3(PO4); (fig. 9).

Solubilisation du phosphate
300
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200
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0
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Figure. 9 : Efficacité de solubilisation du phosphate par les isolats
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II1.5.2. La production d’acide indole acétique AIA:

La mise en évidence de la production d’AIA est réalisée sur bouillon LB additionné de
tryptophane(tableau 3).

Les résultats montrent que les isolats de pseudomonas capables produire 1'acide indole
acétique (AIA) a différents concentration(fig. 11), allant de production forte chez les isolats
(KF5b,KE5,KG2b,KATl),et 8 isolats ont la capacité de moyenne production d'AIA (KB3a, K
B3b,KG8,KG6,KG7,KG11,KC5,KC4),chez les autres isolats, une faible production (fig. 10).

Production d'AlA
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Figure. 10: Taux de production de 1’acide indole acétique par les isolats

Figure. 11 : les activités PGP des isolats
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Tableau 3: Résultats des activités enzymatiques et tests PGP

Résultats et discussion

Isolats Amylase Pectine Cellulase Phosphate AlA

KB3a + - + - 0,126
KF5b - - - - 0,396
KE2 - - - + 0,017
KES - - + - 0,686
KB3b + - + - 0,216
KG9 - - + - 0,075
KGS8 - - + - 0,196
KG6 - - + - 0,145
KG2a - - - - 0,090
KG10 - - + - 0,096
KG7 - - + - 0,127
KASb - - - - 0,089
KA2 - - + - 0,024
KG11 - - - - 0,111
KG4 - - - - 0,032
KA9b - - + + 0,028
KA1 + - + - 1,166
KC5 - - - - 0,173
KB2 - - - - 0,066
KA7 - - - - 0,082
KF5a - - - - 0,080
KA9a - - - + 0,068
KG2b - - - - 0,739
KC4 - - - + 0,268

+ : résultat positif

- : résultat négatif

I11.6.Discussion

Dans notre étude, 1’isolement des pseudomonas a été effectué a partir de la rhizosphere
de différentes plantes pendant lequel un totale de 24 isolats bactériens est obtenus. Collin M

et al (2015) ont rapporté I’isolement de 19 isolats de Pseudomonas a partir de la rhizosphére
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de Populusdeltoides avec une variété de caractéres morphologiques. Généralement, les
Pseudomonas sont spécialement communs dans la rhizosphére. Ils sont a propagation rapide,
capables d’utiliser aussi bien des acides-aminés que des sucres hydrosolubles, et sont

généralement résistants aux antibiotiques. (Mezaache ; 2012).

Dans ce travail, les résultats montrent que les isolats obtenus ont une activité
antifongique plus au moins faible contre les champignons phytopathogénes testés. Manoj
kumar (2014) a isolé des Pseudomonas fluorescens ou il a montré une activité antagonistes
faible contre Alternariachlamydospora, par contre dans notre étude, la majorité des
Pseudomonas 1isolés ont montré une activité inhibitrice moyenne vis-a-vis les dix
champignons testés. A ce propos, vandenbergh et al (1983) et Rmmoorthy et al (2002) ont
rapporté que Pseudomonas fluorescens stimulait les mécanismes de défense des plantes en

améliorant leur résistance aux différents phytopathogene.

Les rhizosphéres favorisant la croissance des plantes (PGPR) ont divers modes
d’action tels que la modification des hormones végétales, la sécrétion des composés
organiques, l’augmentation de la tolérance au stress abiotique chez les plantes et
I’amélioration de la disponibilité et de 1’absorption des nutriments (Wang et al; 2020). Le
phosphore, est le second macronutriment requit pour la croissance des plantes aprés 1’azote.
En plus les % du phosphore apporté par les fertilisants appliqués au sol reprécipitent en des

formes insolubles, augmentant ainsi le besoin des cultures en cet ¢lément (Goldstein; 1986).

Les bactéries solubilisant le phosphore secreétent des acides organiques et des
phosphatases, qui convertissent les formes insolubles de phosphates en ions de phosphates
soluble monobasique (H2PO4 -) et dibasique (HPO42-). Ce phénoméne est attribué¢ a la
solubilisation minérale du phosphate. Dragana et al (2014) ont rapporté des résultats

similaires chez 4 isolats de pseudomonas isolés de la rhizosphere.

La production d'AIA est une activit¢é importante dans la sélection des isolats de
Pseudomonas comme agents de lutte biologique (Dragana Josic et al; 2015). Environ 80%
des bactéries rhizosphériques sont capables d’en produire. Le Tryptophane est considéré
comme le précurseur parce que son adjonction est nécessaire a la production. Les exsudats
racinaires sont une source naturelle de L-tryptophane pour la microflore de la rhizosphere
(Dastager et al., 2010). L’AIA est synthétis¢é dans la présente étude par huit isolats. La
production de ce composé est variable entre les souches de différentes especes. Cette variation
est aussi influencée par les conditions de culture, la phase de croissance et la disponibilité du

substrat (Miraza et al., 2001).
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Les enzymes pectinase, cellulase et amylase sont ces enzymes jouent un role dans la
prévention de l'infection des plantes par des agents pathogenes. La pectinase ¢’est un groupe
d'enzymes connues pour catalyser la substance pectique par une réaction de dépolymérisation,
il est produit en haut pourcentage (Reetha et al; 2014) tandis que le résultat obtenu montre

qu’il n’y a aucun isolat productrice de I’enzyme.

Pseudomonas fluorescens ont la capacité de produire I'enzyme cellulase, ces enzymes
ont la capacité de dégrader la paroi cellulaire des champignons, ce qui constitue un
mécanisme important d'inhibition des champignons (Gupta; 2003). Dans la présente étude
onze isolats ont montré une faible production de I’enzyme. Les amylases sont des
macromolécules appartenant a la classe des protéines globulaires, de type endoglycanases de
la classe des hydrolases qui agissent sur les liaisons (1,4) de ’amidon. Elles catalysent la
dégradation des polymeres d’amidon pour produire des dextrines et différents gluco-
oligosaccharides de longueur variables. Les amylases sont parmi les enzymes les plus
importantes en biotechnologie actuelle (Gupta, 2003).Jan-Mar; (2013) a rapporté dans ces
travaux une grande production de la cellulase et faible production de I’amylase ce qui au

contraire aux résultats obtenus dans la présente étude.
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Conclusion

Dans le cadre des études menées sur les plantes, les biologistes se sont intéressés
ets’intéressent toujours aux interactions symbiotiques qui surviennent au sein de
leursrhizosphéres. Pour notre part, nous avons porté notre attention sur les bactéries
promotricesde la croissance des plantes (PGPR), un autre type de bactéries phytobénéfiques,
qui utilisentles exsudats racinaires comme substrats nutritifs pour agir soit directement ou
indirectementsur le développement de la plante.Des connaissances récentes sur les bactéries
PGPR ont montre que certains de ces bactéries ne se comportent pas seulement en tant
qu'antagoniste des pathogeéne mais sont capable d’induire des mécanismes de défense chez les

plantes mises en contact avec les bactéries.

Notre étude a permis d'isoler des bactéries a partir des sols rhizosphériques de
différents échantillons. Elles ont été soumises a une identification préliminaire par des
examens macroscopique et microscopique et tests biochimiques, cette identification a montré
des isolats a gram négative, et de type respiratoire aérobie stricte et oxydase positive, ils
comprennent des bactéries appartenant au genre Pseudomonas.

Tous les isolats ont été ensuite évalués pour estimer leur différents activités PGP,
quatre isolats ont été capable de solubiliser le phosphate avec des efficacités de solubilisation
allant de 220 a 240.Huit isolats étaient productifs d’acide indoleacétique, a différentes

concentrations, allant de 0,173 pg/ml jusqu’a 1,116 pg/ml.

Pour I’activité antifongique, les isolats KG2a et KB3a ont développé un meilleur effet
d’inhibition vis-a-vis le phytopathogene 10 para port au d’autre isolats contre les autre
phytopathogenes, qui ont permis d’obtenir un taux d’inhibition varient entre 33% et 25% sur
le champignon 10. La plupart des isolats ont la capacit¢ de production des
enzymeshydrolytique(cellulase et amylase), et pour I’enzyme pectinase les 24 isolats ont été

incapable de produire cette enzyme.

L’ensemble des caractéres PGP des divers BSP ¢étudiés dans la présente étude
suggerent que ces microorganismes peuvent favoriser la croissance des plantes par plus d'un
mécanisme notamment en biocontrdle et que ces activités pourraient étre mieux exploitées.
De plus, 1l serait intéressant d’étudier autres activit¢ PGP comme I’ACC désaminases,
production d’ammoniac, production des sidérophores, et d’identifi¢é les isolats avec

I’utilisation de la biologie moléculaires.
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Annexe 1 : Composition des milieux de cultures

1. Milieu King B:

PO PtONE. .. e 20g
GLYCEIOL ..ot 10ml
SO e 1,5¢
KoHP O 4. e 1,5¢
N P 20g
Eau diStille. ... ..o e 1L
pH=7,2

2.Milieu Gélose nutritif (GN) :

Peptone ... 10g
EXtrait de VIande. ... ...ooviiiiiiii e 3g
EXtrait de LeVUIe ... 3g
N Lo e e S¢g
N ) 18¢g
Eau distill€e. .. ... 1L
pH=7

3. Milieu PDA :

Pomme de terre. ... ..ooeii e 200g
GlUCOSE vttt e 20g
N 20g
Eau distille ... 1L

pH=5,6



2. Gélose PVK :

GlUCOSE vttt e e 10g
Caz(PO4)2. HoO o S5¢g
(INHZA)2S Ottt ettt et s e e st e e st e e st e e e sabeesnbeeeaseesnneesnnnes 0.5g
K 0.2g
MESO4.TH20 . .o 0.1g
MNSO4.TH20 . .o 0.002¢g
FESO4.THO ..o 0.002¢g
N .o e e e 0.2g
EXtrait de LIOVUIE ....ouvit i e e e 0.5g
N 20g
Bau diStillEe .. ...t 1L
pH=7

3. Milieu CMC :

EXtrait de LOVUIe. ...t 2g
KH2PO 4. e lg
SO e 5¢g
L7 U101 T S5g
Eau distille. ... 1L
pH=7

4. Bouillon LB tryptophane :

PO PtONC. .. e 10g
EXtrait de LeVUIe. ... e e S5g
N L e e 10g
Ty PtOPRANE. . ..o e 0,2¢g
Eau distille. ...o.uone 1L

pH=7



5. Milieu pectine-agar :

PN . ..ot e 5g
EXtrait de IOVUIC. ....o.viii i S5g

N . | 20g
Eau distille. .. ..ot 1L
pH=5

6 .Milieu gélose a L’amidon :

Amidon sOluble ... 10g
Extrait de VIande.........o.oiiiiii i e lg
Extrait de [eVUre. ... ...oouiiii e 2,5¢
PePIONE ..o e 5g
NG L e 5g
N 20g
Eau distill€e. ... 1L
pH=7,2

7. gélose viande-foie (VF) :

Base viande f01€. ... ..ot 20g
GlUCOS . .ttt e e e 2g
N 6g
Eau distill€e. .. .. ..o 1L

pH=7,4



Annexe 2 :

1.Réactif SalkowsKki :

Annexe 3 : protocole de coloration de gram :

-A partir d’une colonie de 24h, nous avons préparé un frottis est fixé a la chaleur.
-Recouvrir par le violet de Gentiane pendant une minute, rincer a ’eau distillée.

-Ensuite il est éliminé par 1’ajout du Lugol pendant une minute.

-Le frottis est ensuite décoloré avec de 1’éthanol pendant 5 & 10 min, rincer a I’eau distillée.
- Recolorer avec de la safranine pendant une minute, rincer a 1’eau distille.

- Sécher au-dessus de la flamme d’un bec bunsen.

Annexe 4: la courbe d’étalonnage :
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