République Algérienne Démocratique et Populaire

Ministere de I’Enseignement Supérieur et de la Recherche

Scientifique

Université Amar Thelidji- Laghouat

FACULTE DES SCIENCES
DEPARTEMENT DES SCIENCES AGRONOMIQUES

MEMOIRE DE MASTER

Présenté par Berkana Hanane

DOMAINE DESSCIENCESDE LA NATURE ET DE LA VIE (SNV)
FILIERE DESSCIENCES AGRONOMIQUES

SPECIALITE : Protection des végétaux et de I’environnement

Théme

Contribution a I’étude de quelques métabolites secondaires chez
certaines souches desPseudonoma spp.fluorecsents isolées de

guelques plantes spontanés de la Wilaya de Laghouat

Membre de jury :

M™ MARFOUA M MAA Président
Me'e ZAZA M MAA Examinateur
Me'® AMEUR D MAA Promoteur

Septembre —2017



Résumé

Nous visons par le présent travail 1’étude de I’effet bénéfiquequelques souches de Pseudomonas spp fluorescents isolées de la
rhizosphees des plantes spontanées de wilaya de Laghouat, nous avons recherché certains mécanismes telleque la production
des sédirophores, la solubilisation des phosphate, la fixation d’azote, la production de AIA, production de HCN,la

production d’antibiotique et I’activité d’antagonismein vitro.

Apres cette étude nous avons remarqué que tous les souches sont capable de fixé ’azote,de produire lessédirophores et
I’AIA, la production de I’AIA est de (51,76pg/ml.) et (38,82ug/ml.) chez les souches MAS et P12 respectivement.

Toutes les souches bactériennestestées sont productrices I’HCN sauf la souche PO7. Pour I’activité antagoniste nous avons
remarqué pour la confrontation direct est significatif etles souches RS12 et AZ3 et P12 possédent la meilleur capacité
inhibitrice de la croissance de mycélienne contre les deux champignons testé (Fusarium oxysporum f. sp. lycopersiciet
Fusarium oxysporumf.sp.pisi)par contre la confrontation indirect est non significatif les bactéries ont méme effet sur les deux

champignons testés.
Les mots clés :

Pseudomonas spp fluorescents, sédirophores, AIA, HCN, Fusariumoxysporum f.  sp. lycopersiciet

Fusariumoxysporumf.sp.pisi
Abstract

We investigate the beneficial effect of a few fluorescent Pseudomonas spp strains isolated from the rhizosphees of
spontaneous wilaya wilaya plants. We looked for mechanisms such as the production of sdirophores, solubilization of
phosphate, nitrogen fixation, AlA production, HCN production, antibiotic production and in vitro antagonism activity.

After this study we noticed that all strains are capable of fixing nitrogen, producing sdirophores and AlA, production of AIA
is (51.76pg / ml.) And (38.82pg / ml .) in strains MAS8 and P12 respectively.

All the bacterial strains tested produce HCN except the strain PQ7. for the antagonistic activity we noticed for direct
confrontation is significant and the strains RS12 and AZ3 and P12 possess the best inhibitory capacity of mycelial growth
against both fungi tested(Fusarium oxysporuim f.sp.lycoparsicé and Fusarium oxysporuim f. sp.bisi) on the other hand the
indirect confrontation is not significant the bacteria have the same effect on the two fungi tested.

From the results obtained the strain P12 the best potential for the test in vivo in biostimulation and biocontrol tests.
Keywords :

Pseudomonas spp fluorescent, sdirophoresis, AlA, HCN, Fusarium oxysporuim f.sp.lycoparsici, Fusarium oxysporuim
f.sp.bisi.
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Introduction

La microflore rhizosphérique est naturellement constituée d’un assemblage complexe de
microorganismes procaryote et eucaryote. Ces microorganismes jouent un role clé et
influence grand nombre de processus des différents écosystémes, d’'une manic¢re générale,
le processeur de minéralisation est une voie importante par laquelle les microorganismes
vivant librement influengant la disponibilité des eéléments nutritifs et donc la productivité,
et la santé des plants (Amkraz, 2013).

Les Peudomonas spp. fluorescents forment un groupe diversifié de bactéries qui peuvent
généralement étre distinguées visuellement des autres par leur aptitude a produire un
pigment jaune vert soluble dans I’cau (Pallereni et al., 1973) . Elles représentent une
grande fraction de la communauté microbienne partagent leur milieu avec des
commensaux représentant principalement les genres Bacillus et actinomycose. Ils sont
retrouvés sous les différents horizons, particulierement sur les systéemes racinaires des

plantes.

Le terme PGPR plants growth- promoting rhizobactéria désignant ces bactéries a été
introduit par Kloepper et Schroth 1978. Différents mécanismes sont a 1’origine des effets

PGPR des bacteéries rhizosphériques.

Certaines bactéries PGPR sont utilisées en tant qu’inoculat pour améliorer le
développement des racines via la production de certaines phytohormones (Bloemberg et
Lugtenberg, 2001), tells que des auxines dont I’acide indole acétique (AIA), des
cytokinines et des gibbérellines (Vessey, 2003).

Les Peudomonas spp. fluorescents inhibent la croissance d’un grand nombre d’agents
phytopathogénes in vitro. Cette capacité d’inhibition peut se faire selon plusieurs
mécanismes incluant la production d’une large gamme de métabolites antagonistes et de
sidérophores. Ces derniers permettent une grande compétition pour 1’acquisition du fer.
Dans un milieu comme le sol ou cet élément est présent en trés faible quantité, cela peut
nuire a la croissance saprophyte de plusieurs agents pathogenes et ainsi réduire la sévérité

de la maladie.




Introduction

L’objectif de ce travail est d’étudier le mécanisme d’action des souches de Pseudomonas
spp.flluorescents et tester 1’effet antagoniste de ces souches bactériennes contre deux
champignonsphytopathogenesFusariumoxysporum f. sp. lycopersici et

FusaruimOxysporumf.sp.pisi.

En ce qui concerne lesmécanismes d’action nous avons cherché a mettre en

évidence :

-la solubilisation des phosphates

-la fixation d’azote

-la production de sédirophore

-la production de I’ATA

-la production d'acide cyanhydrique(HCN)
-la production des antibiotiques

Et la recherche des antagonistes, Pour cet activité nous avons utilisé deux méthodes de

confrontation ;1’une direct et 1’autre indirecte.
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Généralité sur ’habitat

1. La rhizosphere

Selon Perrier (2004) et INRA (2009), la rhizosphere est la région du sol directement
formée et influencée par les racines et les micro-organismes associés. Cette zone est reduite a
une ou deux dizaines de centimétres sous des pelouses ou des prairies, mais elle est parfois
plus épaisse dans les forétsdes zones tempérés.

L’effet rhizosphére (Katzenlsonet al; 1962) est un processus dynamique résultant
d’interaction entre la plante hote, le sol, les conditions climatiques, les pratiques culturales et
les interactions au sein des communautés microbiennes. L’ensemble de ces processus induit
des caractéristiques physico-chimiques et biologiques différents du sol non rhizosphérique
(Garbaye, 1991).

1.1Les micro-oraganismes de la rhizosphére

La richesse de la rhizosphére en sucre, aminoacide, acides organiques, isoflavonoides,
régulateurs de croissance et enzyme libérées par les plantes (Pierson et Pierson, 2010), rend
ce microenvironnement un site d’une remarquable activité biologique et d’une richesse
naturelle en verre de terre, nématodes, protozoaires, champignons, algues et bactéries. Ces
étres vivants, les microorganismes en particulier, sont requis dans le processus de la
décomposition et le recyclage des nutriments dans la rhizosphére de la plante (Germidaet al.,
1998). lls jouent aussi un role significatif dans 1’état et la sante des plantes, certains sont

nuisibles, d’autres sont bénéfiques et certains ne sembles avoir aucun effet.

1.2. Les bactéries de la rhizosphére

Dans la rhizospheére, les bactéries constituent les microorganismes le plus nombreux (leur
densité est de I’ordre de 109 / g de sol) et les plus variés. Elles sont plus fortement stimulées
par D’effet rhizosphérique que les Actinomyceétes, les champignons, les algues et les
protozoaires (Dommergues et Mangenot, 1970).

Ces bactéries ont des relations directes ou indirectes avec la plante et selon leur relation,
les bactéries peuvent étre saprophytes, déléteres, bénéfiques pour la plante dont les PGPR
(Plant GrowthPromotingRhizobacteria) (dans ce groupe se trouvent aussi les bactéries

fixatrices d’azote, symbiotiques des plantes, les rhizobia)
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1.2.1.lesPseudomonas spp .flourescents

Historique

En raison de leur présence généralise dans 1’eau et des graines de plantes telles que les
dicotylédones, les Pseudomonas ont été observés au début de I’histoire de microbiologie. Le
nom genérique Pseudomonas crée pour ces organismes a été défini en terme assez vague. En
1984 par Migula, comme un genre de bactéries a gram- négatives. En forme de tige et
possédant des flagelles polaires. Peu de temps aprés, les Pseudomonas ont été isolés de
nombreuses niches et un grand nombre de noms d’espéces a été initialement attribuée au
genre. Selon la deuxiéme édition du « Bergey’ s Manual of SystematiqueBacteriologie,
1986).

Morphologie et Structure

Les Pseudomonas forment un large groupe colonisant le sol, les plantes et I’eau. Ces
bactéries Gram négatives, non sporulant, sont aérobies obligatoires, a 1’exception de certaines
pouvant utiliser le NO3 comme accepteur d’électrons. Leur mobilité est assurée par plusieurs
flagelles polaires, et elles ont un métabolisme mésophile et chimioorganothrophe, la plupart
étant saprophytes (Bossiset al., 2000). Quelques espéces comme P.syringae, sont
phytopathogenes et certaines peuvent causer des infections chez 1’humain. Particuliérement
P.aeruginosa, reconnu comme pathogéne opportuniste et 6 causant des infections
pulmonaires mortelles chez les patients atteints de fibrose kystique (Mavrodiet al., 2001).
Plusieurs études ont souligné le haut degré de diversité au sein de P.fluorescens, ce qui a
mené a la subdivision de cette espéce en différents biovars (Bossiset al., 2000).

Dans le sol, les Pseudomonas représentent une grande fraction de la communauté
microbienne partageant leur milieu avec des commensaux représentant principalement les
genres Bacillus et Actinomyces. On les retrouve sous tous les horizons, particulierement sur
les systemes racinaires des plantes. Les différentes espéces de Pseudomonas qui colonisent la
rhizosphére possédent plusieurs caractéristiques intrinseques qui les rendent particulierement
intéressantes pour une utilisation comme agents de lutte biologiques. Premiérement, leur
capacité a coloniser les racines et a y maintenir une forte densité de population est
remarquable (Haas et Keel, 2003). Cette grande rhizocompétence vient sans doute de leur
taux de croissance plus élevé que celui de la population des autres rhizobactéries et de leur
capacité a métaboliser efficacement plusieurs composés des exsudats racinaires (Chin-A-
Woeng et al., 2003).

Le genre Pseudomonas estun grande groupe bactérien particulierement important qui

appartient a la sous-classe y des protéobactéries et comprend plus d’une centaine d’espéces

4
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ubiquitaires (Bossiset al., 2000 ; Palleron 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 (Figurel).

p Protéobactéries

'y Protéobactéries

Leptothrix, Sphaerotilus
Burkholderia, Alcaligenes, Polynucleobacter
Alcaligenes, Bordetella, Taylorefla

... Chromohalobacter, Deleya,
. Halomonas, Halovibrio -

#". Photobacterium, Vibrio -

Enterobacteriacae

- Blastobacter, Caulobacter,
Rhizomonas, Sphingomonas

Brevundimonas, Caulobacter

MahMaadum
Afipia, Bradyrhizobium, Nitrobacter,
Rhodopseudomonas

Agrobacterium, Bartonella,
Brucella, Phylobacterium

(1 Protéobactéries

Figure 1. Relations phylogénétiques entre les différents groupes des protéobactéries
contenant les genres bactériens actuellement ou anciennement (en gras) associés aux

Pseudomonas (Bossiset al., 2000).

2. Pseudomonasfluorescens

La Pseudomonasfluorescens est une bactérie a Gram négative, aérobie strict qui se présenté
sous forme de batonnet. Elle évolue a PH neutre et sa température optimale de croissance est
de 25 a 30 C° (Palleroni, 1984) mais elle peut aussi se développer a une température aussi
basse que 4 C °. La souche de Pseudomonasfluorescens ne forme pas de spores ou d’autre
structure de survie et ne peut pas se développer dans des conditions acides (PH inférieur a
4.5). Comme sa demande nutritionnelle est modeste, elle peut survivre et se multiplier
pendant plusieurs mois dans des environnements humides. La plupart des souches sont des
chimio-organotrophes strictement aérobies nécessitant a la fois de I’Oxygeéne st du Carbone

organique pour leur croissance (Holt et al.,1994).
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Ces especes représentent en effet un intérét potentiel pour 1’environnement et 1’agriculture,
certaines souches améliorent la croissance et la sante des plantes, et contribuent donc a
réduire 1’utilisation d’intrants de synthése en agriculture, d’autres sont capables de réduire les
oxydes d’azote et de dégrader les composés xénobiotiques (Bossiset al.,2000).

2.1. La classification

Le groupe Pseudomonassppfluorescensest composé de bactéries qui dans des pigments
jaune-vert fleurescence. Huit espéces différentes appartiennent a ce groupe:
Pseudomonasaeruginos (espéce pathogéne de I’homme), P.syringae, P.viridiflava,P.chihorii(
espéce pathogene ) et enfin P.fluorescens,P.putida, P.aureofacienset P.chlororaphi, qui
rassemblent des organosmes saprophytes.

La classification des Pseudomonas est la suivante :

A. Classification de Bergry, 1984

. Embranchement : Gracilicutes Gram-.

. Groupe 4 : Batonnat ou cocci aérobies ou micro aérophiles , Gram-.
. Famille : Pseudomonadaceae.

. Genre : Pseudomonas.

B.Classification phylogénique

. Régne : Bactéria

. Division : Protéobactéria

. Classe : Gammaprotéobactéria
. Ordre : Pseudomonadables

. Famille : Pseudomonadaceae
. Genre : Pseudomonas

2.2 .LesPseudomonasspp.fluorescents agent de la stimulation et de la croissance

2.2.1. La stimulation de croissance de plantes :

A.La 1-Amino-cyclopropane-1-carboxylatedésaminase (ACC):

Certain souches de Pseudomonas possédent le genre de I’ACC désaminase (1-
aminocyclopropane 1- carboxylate) qui implique dans 1’amélioration de la croissance de la
plante héte (Lemanceau, 1998). Cette enzyme peut cliver le précurseur de I’éthyléne ’ACC
et donc ainsi réduire le taux d’éthyléne dans la plante. L’éthyléne est une phytohormone qui

inhibe la croissance racinaire.



Synthese bibliographique

B.solubilisationdes phosphates par les Pseudomonas spp. Fluorescents :

Les bactéries solubilisant le phosphate sont communes dans la rhizosphére, cette derniére
étant le siege de nombreuse interaction entre les plantes et le divers microorganisme associe.
La sécrétion d’acides organiques et de phosphore en formes disponibles pour les plantes
(Kim et al ; 1998. Richardson, 2001). Les espéces de pseudomonasspp fluorescents comme
P. chlororaphis, P. aeruginosa ont été identifiés comme rhizobacteriesolubisant le phosphate
(Cattelanet al., 1999 ; Bano et Musarat, 2003).

C.Acide Indole-3-acétique (AlA) :

Cette phytohormone est impliquée dans I’initiation de la division des cellules au niveau des
racines, et de leurs élargissements (Salisbury, 1994). Communément produite par les
rhizobactéries (Barazani et Friedman, 1999). Les rhizobactéries produisant 1I’AIA sont
connues pour leur capacité a augmenter la croissance et la longueur des racines. Cet effet
résulte en une surface racinaire plus grande, et une accessibilité pour plus de nutriment pour
la plante. (Patten et Glick 2002), ont rapporté le r6le de I’AIA produit par p.putida, chez la
plante hote, dans le développement de son systéme racinaire.

D.Cytokinines :

Les cytokinines forment une classe de phytohormones qui stimulant les divisions cellulaire,
I’¢largissement et le développement des tissus ( (Salisbury, 1994). Ce sont des signaux
impliqués dans la médiation du stress environnemental des racines vers les parties supérieurs
de la plante. La production de cytokinines a été rapportée chez P.fluorescens (Garcia et al ;
2001).

2.2.2. La stimulation de germination

Certaines souches bactériennes, appartenant en groupe de Pseudomonas spp. fluorescents,
semblent améliorer la germination des grains lorsque les conditions d’environnement sont
défavorable on montré que le taux de germination de graines de colza, semées dans le sol
froid et battant, pouvait étre significativement augmente grace a 1’inoculation par certaines

souches bactériennes (Digat et Gardan, 1987).
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Figure 02. Les principaux antibiotiques produits par les souches de biocontréle jouent un role

central entre les éléments impliqués dans les interactions : Pseudomonas de biocontrole,

plantes, pathogenes, prédateurs, coopérateurs et sol (Dubuiset al., 2007).

2.2.3. Dénitrification

La dénitrification est un processus microbien dans lequel les oxydes d’azote sont utilisés

comme accepteurs finaux d’électrons, pour la production d’énergie en absence d’oxygene. La

dénitrification est composée de quatre réaction par les quelles les nitrates sont réduits en dit

nitrogéne (N2). Par des métallo-enzymes comme le nitrate réductase, nitrite réductose, oxyde

nitrique réductase, et I’oxyde nitreux réductase ( Lemanceau, 1998).
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Figure 03. Représentation schématique décrivant les interactions plantes-microoganismes

dans la rhizosphere (Lemanceauet al., 2006).
2.3. mecanisme d’antagonisme

. La compétition
Le premier type d’interaction mis en jeu entre les micro-organismes est le phénomene de
compétition aussi bien pour les espéces que les éléments nutritifs. La compétition trophique
exercée essentiellement pour les exsudats racinaires et pour le fer. En effet, ce dernier
¢lément bien qui abondant dans le sol, s’y trouve essentiellement sous forme oxydé (Fe3+)
non assimilable par les micro-organisme tellurique (Kloepperetal., 1980).
La production des substances inhibitrices de la croissance des pathogénes
Les Pseudomonas fluorescentsproduisent un grand nombre de métabolique secondaires qui
jouer un role dans I’effet antagonisme.

La production d'acide cyanhydrique (HCN) est nécessaire a la production de la plante vis-

a-vis de l’agent de la pourriture noir du Tabac. Les souches Pseudomonas
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fluorescentsproduits des antibiotiques et jouent un role important dans 1’inhibition d’agent
phytopathogeénes telle que le 2,4-diacétylphloroglucinol.
C. Induction de résistancesystémique

Il existe des interactions entre les Pseudomonas et les cellules racinaires, qui permettant
d’augmenter la résistance de celles-ci a I’infection par des micro-organismes. La réduction du
manganése par Pseudomonas fluorescentspourrait jouer un role, cette réduction augmenterait
la quantité du manganése disponible pour la plante (Digatet al., 1990).

Ce mode d’action des PGPR antagonistes est expliqué par I’induction de la résistance
naturelle des plantes contre les maladies. Cette induction peut se fait par différentes
mécanismes :

. L’inoculation par des bactéries antagoniste peut induire des modifications
morphologiques chez la plante la rendant ainsi moins sensible a I’attaque de pathogéne.

o L’inoculation par les antagonismes peut induire la synthése des molécules dans les
tissus interne des plantes ce qui leur confére une certaine immunité contre les agent
pathogénes (Rezzonicoet al., 2005).

10



Matériel & Méthodes

Notrebut consiste a la mise en évidence de 1’effet bénéfique des souches de Pseudomonas spp.
fluorescentsisoléa partir de la rhizosphére de certains plantes spontanées dans certains régions
de la wilaya de Laghouat.

I .Origine des souches bactériennes:

Les bactéries utilisés dans ces essais ont été isolées et identifies a université de Amar Telidji
de Laghouat en 2015 et 2016 (tableau 1),la régénération des souches bactériens a été fait par
repiquée dans des boites de Pétri contenant le milieu de KB (Annexe 1) a une température de

28 °C pendant 24h en parallele nous avonsconfirmé leur pureté.

Tableau | :I’origine des souches bactériennes

Souche Origine rhizosphére | L’origine géographie | Année de d’isolement
AZ3 Pistaciaatlantica Elhouita— Laghouat 2016
AZT7 Pistaciaatlantica Laghouat 2016
BH1 Pistaciaatlantica Elhouita — Laghouat 2016
RS21 Ziziphusmauritiana Laghouat 2016
P01 Astragalusarmatus Elassafia 2015
P07 Astragalusarmatus Elassafia 2015
P12 Astragalusarmatus Elassafia 2015
P05 Astragalusarmatus Elassafia 2015
MAS Astragalusarmatus KafMokran 2015

(Table origine2017)

Il .Mécanisme d’action des Pseudonomas fluorescents :

Pour étudie I’effet bénéfique des souches de Pseudemonasfluorescens nous avons recherché
quelque mécanisme d’action, la production de sédirophore, solubilisation de phosphore,
fixation d’azote, production de 1I’AIA, synthése des antibiotique, production de 'HCN et

I’antagonisme.

1. Production de sédirophore :

11
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Dans ce testnous avons ensemenceé des souches bactériennes sur le milieu de KB additionné
50mg/lde Fe+3 et sur le milieu KB (Annexe 1) seul, puis incubéa 28C° pendant 72h, dans le
but de cherche un pigment fluorescent indicateur des sédirophore en cas de carence en fer
(Angayarkanniet al., 2012).

2. Fixation d’Azote

Dans ce testnous avons ensemenceé des souches bactériennes (PH1, AZ3, P05,
P07,P12 ,RS21) sur le milieu de winogradsky sans azote (Annexe 1), Aprés incubation a 28C°
et pendant 24, Si il y a une croissance bactériennes ; c’est un résultat positif (+), alors que

I’absence decroissance bactériennes est un résultat négatif (-).
3. Production de I’Acide Indole Acétique (AIA) :

La production de I’AlA par les différentes souches étudiées a été testée sur le milieu de KB
liquide auquel est ajoute 30 mg L.Tryptophane (Annexe 1) selon Khalid et al ., 2004 ,chaque
souche est inoculée dans 100ml de milieu KB liquide et incubépendent 5 jours sous agitation
a 180t/m, apres I’incubation nous avons fait une centrifugation ( 4500 /15min), puis nous
avons prélevé un volumes de 1ml de surnageant et 2ml de réactif de Salkowsky(1ml de Fecl3
0.5 M et 50 ml de 35% d’acide perchlorique).L’apparition d’une couleur rose indique la
présence de I’AlA,La quantité de ce dernier est déterminée d’aprés une courbe d’étalonnage,
par lecture de I’absorbance a 530 nm a I’aide d’un spectrophotométre contre un témoin (1 ml

de milieu non inoculé + 1 ml de réactif de Salkowsky). Ce test a été réalisé pour 6 souches
bactériennes (MA8,P12 ,RS21, P07, AZ3e,HB1).

4. Solubilisation de Phosphate :

La capacité des souches a dissoudre le phosphate tricalcique Ca3(PO4), a été testée
selon la méthode décrite par Nautiyal (1999). Les bactéries testéessont deposees sous forme
de spots sur les deux milieux solides NBRIP(National BotanicalResearch Instituts phosphate)
et PVK (Annexel). Apres I’incubation a 28°C pendant 10 jours, le diamétre total (diamétre du
halo + diamétre de la colonie) est mesuré. Le diamétre du halo de solubilisation pour chacun
des souches estdéterminé en soustrayant le diameétre de la colonie du diameétre total.).Ce test a
été réalisé pour 5 souches bactériennes (P01, AZ3, AZ4, RS21, P05).

5. Production de I’Acide Cyanhydrique(HCN) :

12
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La capacité de produire 1’acide cyanhydrique par les souches de Pseudomonas est étudiée
selonla méthode de Bakker et Schippers (1987). Chaque souche est inoculée, a 1’aide d’une
anse,sur le milieu Trypticase soja (TSA) (Annexe 1) additionné de glycine (4,4 g /1). Un
papier filtre imprégné d’une solution de couleur jaune (5% d’acide picrique et
2% de carbonate de sodium) est déposé sur le couvercle de chaque boite de Pétri en position
inversée. Celles-ci sont scellées avec du papier Parafilm et incubées a 28 °C pendant 5 jours.
Ellessont vérifiées quotidiennement afin d’identifier les souches, HCN+, capables de virer la
couleur du papier, du jaune a 1I’orangé (Abbas-Zadehet al., 2010) .

6. Production des antibiotiques :

Dans ce testnous avonsinoculéchaque souche dans 100ml de milieu KB liquide et incubé
pendent 5 jours a 28C° et sous agitation 180 tr/min, aprés la centrifugation (4500 /15min),
nous avons séparé la surnageant dans des flacons et ajoutés le méme quantité d’acétate
d’éthyle, puis nous avons versé le chaque contenant dans un ampoule( utilisé la phase
organique), a 1’aide de rotovaporle solvant est vaporisé a 40°C, ensuite nous avons ajouté 0,6
ml de méthanol pour récupérer le résidu sec. Puis ils ont été stockés a 4°Cjusqu'a la
réalisation d’un antibiographecontre deux champignons Fusarium oxysporuim; f.

sp.lycoparsici et Fusaruimoxysporum f. sp.pisi .

Pour ce dernier, nous avons étalé une suspension fongiquesur le milieu MH, desdisques de
papier filtre n°=3imprégnéde 40ml du I’extrait d’antibiotiqueont été déposé dans ces boites de
pétri puis lisser a 4°C pendent 2h ensuite a 25°C pendant 24 a 72h.Ce test est réalisé en 3

répétitions. Le diameétre de la zone d’inhibition au tour du disque est mesuré.

I11. Recherche d’antagonistes :

Le pouvoir antagoniste des 8 souches( AZ3, AZ4, BH1, RS21, P01, P07, P12, PO5) de
Pseudomonas spp.fluorescents a été testé par 1’inhibition de la croissance mycélienne des
champignons phytopatogenes (Fusariumoxysporuim ; f. sp.lycoparsici etFusaruim oxysporum

f. sp.pisi) pour cela nous avons utilisé deux méthodes d’antagonisme direct et I’autre indirect.

La comparaison entre la croissance de champignon en présence des bactéries avec la
croissance du champignon sur les boites témoins apres 5 jours d’incubations, permet de

distingue les zones d’inhibition.
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Le taux d’inhibition (%) de la croissance du mycélienne a été évaluée selon la formule

suivante(Hamouniet al., 1996) :
| (%) =(1-Dpa/Dt)*100
Dt : croissance radiale de témoin.
Dpa : croissance mycélienne radiale du pathogene en présence de bactéries.
1-Confrontation direct

Ce test d’antagonisme effectué sur : KB (Annexe 1) dans chacun boite de Pétri nous avons
ensemencé a I’extrémité de la boite des souches bactériennes en sport (Bakker et Couk, 1988),
aprés 24 h d’incubation a 28C° nous avons placé un disque de 4 mm de chacun champignon

au centre de la boite

Dans d’autre boite contenant le milieu KB nous avons placé le disque de chacun champignon

seule comme témoins d’expériences. Ce test est réalisé en 3 répétitions (fig.04).

2. la confrontation indirecte

Ce test d’antagonisme effectué sur le deux milieux solide : KB et PDA (annexe 1) ; selon la
méthode de Corderoet al ., 2014, dans chaque boite de pétri contenant a sa moitié le milieu
PDA etdans I’autre moitié le milieu KB en laissant un vide entre les deux milieux pour
évitertout contact entre eux ,dans chacun boite de Pétri nous avons ensemencé a 1’extrémité
des souches bactériennes sur le milieu KB, nous avons placé un disque de 6 mm de

chaquechampignon au centre de milieu de PDA(fig.04),aprés 24h d’incubation a 28C°.

Dans une autre boite contenant le milieu KB et PDA nous avons placé le disque de chaque
champignon seule sur le milieu de PDA comme témoin, ce test a été realisé en 4 répetitions,
la moitie ont été scellé a I’aide des papiers parafilmset 1’autre moitié été laisse sans papiers

parafilm. Les observations sont notées apres 5 jours d’incubation.

3. Analyse statistique
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Nous avons réalisé ’analyse statistique de la variance (ANOVA) par logiciel Stat Bocs
Végétale selon le Newman-Keuls (0¢=5%), la mise en évidence de déférences significatives
concerne ’effet chaque facteur contrdlé f1, les souches bactériennes, f2. Les champignons et

leur interaction f1*f2.

{ Spot bactérienne B J
/ Aprés24 H \

=

[ Disque de champignon

A: Confrontation directe

Milieu King B 4\
-]

Ensemencement
des bactéries surle
milieu

Milieu PDA

4

[ Disque de champignon 1

B: Confrontation indirecte

Figure 04: les deux méthodes d’antagonismes in vitro. (Source originale 2017)
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Résultats & Discussion

Dans notre travail, nous avons utilisé des souches bactériennes, appartenant au
Pseudomonasspp. fluorescentisolées et identifie a université de Amar Telidji de Laghouat,
nous avonsvérifié leur pureté sur le milieu KB par I’obtention des souches pures

fluorescentes.

I. Mécanisme d’action des Pseudomonasfluorescent

1.Production des sédirophores :

Aprés I’incubationa 28C° pendant 72h, nous avons remarqué que les 6 souches HB1, P5,
AZ3, RS21, P7, et MAS8 ont produit des pigments fluorescent sur le milieu KB par contre sur
le milieu KB additionné de fer nous n’avons pas observé de pigment confirment que en

absence de fer ces bactéries produisent des sédirophore.

(originale 2017)

Milieu KB + Fe Milieu KB

Fig05:production du sédérophore par la souche HB1.

Les sidérophores sont synthétisés et sécrétés pour la solubilisation d’ions ferriques par des
microorganismes aérobies, tels que les bactéries, certains champignons mais aussi organismes
supérieurs (certaines plantes monocotylédones) en réponse a des conditions de carence en fer
(Ratledge et Dover, 2000).La fluctuation dans la production de sidérophores constatée chez
les souches de Pseudomonasserait due a leur exigence en fer (Mazumdaret al., 2007), ou au
degré d’affinité du systémed’assimilation du fer existant. Ce dernier peut-étre de faible ou de
haute affinité (Page et al.,1982).
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Résultats & Discussion

Les Pseudomonas.spp fluorescents productrices du sidérophore de couleur jeune verts sur le
milieu KB nommés la pyoverdine ont également été utilisés dans le but de les identifier. La
dépression de la synthése de pyoverdine par limitation en fer pourrait expliquer le réle que
jouerait le pigment dans le transport et le métabolisme du fer(Meyer et al, 2007 ; Behrendt et
al, 2009 ; Meyer ,2010).

Meyer et Abdallah (1978), avaient auparavant rapporté que 1’addition de 1mg/l de FeCls
réprimait la production de pyoverdines, et que la concentration de celle-ci était inversement
proportionnelle a la concentration ferrique du milieu, lorsque la phase exponentielle est
achevée et que la phase stationnaire est entamée. La derepression de la synthese de
pyoverdine par la limitation en fer pourrait expliquer le role que jouerait le pigment dans le
transport et le métabolisme du fer, en effet ces pigments peuvent complexer le fer Fes+ avec
une constante d’affinité élevée K=1032/M. Les pyoverdines produites par les especes de
Pseudomonas contiennent deux groupes fonctionnels (Hydroxamate et Catécholate). Il existe
d’autres types de sidérophores non fluorescents, et qui jouent un role dans la survie des

bactéries (Meyer et Hornsperger, 1978; Meyer et Stintzi, 1998).

Meyer et Abdallah (1978) ont rapporté que cette production a aussi été observée chez d’autres
souches de Pseudomonas fluorescents tel que : P. aeruginosa, P. putida, P. chlororaphis, P.

aureofacienset P.syringae.

2. Fixation de I’Azote :

Dans ce test nous avant test¢é les 6 souches (PH1, AZ3, P05, P07,P12 ,RS21) de
Pseudomonas fluorescents sur un milieu de winogradsky sans azote, Apres 1’incubation a
24h/ 28°C nous avons observé des colonies bactériennes sur le milieu de culture c'est-a-dire

que ces souches sont capable de fixer 1’azote.

Fig 06:Résultat du test de fixation de I’azote sur le milieu Winogradsky.
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Résultats & Discussion

Parmi les éléments nutritifs nécessaires, celui qui est le plus souvent limitant pour la
croissance des plantes est 1’azote. La majeure partie de cet élément se trouve sous forme
d“azote gazeux (N2) inaccessible aux animaux et aux plantes (Pujic et Normand, 2009). La
fixation biologique de 1’azote reléve uniquement du domaine des procaryotes grace a la
nitrogénase, une enzyme catalysant la réduction de I’azote atmosphériqgue en ammoniac
(Weyenset al., 2010). Quelques bactéries fixatrices d““azote sont libres dans la rhizospheére
(e.g. Achromobacter, Acetobacter, Alcaligenes, Arthrobacter, Azospirillum, Azotobacter,
Azomonas, Bacillus, Beijerinckia, Clostridium, Corynebacterium, Derxia, Enterobacter,
Herba spirillum, Klebsiella, Pseudomonas, Rhodospirillum, Rhodopseudomonaset
Xanthobacter) (Tilak et al., 2005).

certaines populations de Pseudomonas spp fluorescents ont la possibilité de dissimiler
I’Azote (Gambleet al., 1977 ; Clays-Josserand et al.,1995). Cette dissimilation est plus ou

moins compléte selon le groupe taxinomique considéré (Matsubara et Zumft, 1982).

3. Production de ’AIA :

Dans ce test nous avons testé 6 souches bactériennes de Pseudomonas fluorescents, les 6

montrent un variation de couleur rose indiqué la présence de I’AIA( Tab. 2)

Tableau 2 : le résultat de production de | AIA

p07 12,294 Rose claire
HB1 7,882 Rose tres claire
Ma8 51,764 Rose rouge
RS21 13,294 Rose claire
P12 38,823 Rose rouge
Az3 11,117 Rose claire

Nous avons enregistré une production d’AIA pour ’ensemble des souches varié¢ de 7,8 pg/

ml jusqu'a 51,7pg/ml.
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Résultats & Discussion

Les souches RS21,P07, AZ3et HB1 ont enregistré respectivement de taux de 13,294
ug/ml ,12,294ug/ml, 11,117pg/ml, 7,882 ug/ml, alors que les souches MAS, pl2ont produites
taux les plus élevé qui sont respectivement 51,764 pg/ml ;38,823 ug/ml.

Fig 7 : les résultats de la production de I’AIA.

Les communautés bactériennes peuvent affecter directement la croissance des plantes par la
production de molécules biologiqguement actives, telles que les substances de croissance
(Glick, 1995). Environ 80% des bactéries rhizosphériques sont capables de produire de I’AIA
(Sandhyaet al., 2009). La production de cette hormone par Pseudomonas est bénéfique pour
la croissance et le développement végétal. Elle joue un réle trés important dans la division
cellulaire, 1’élongation des racines, la prolifération des poils absorbants et dans le mécanisme

de tolérance de la plante (Marulandaet al., 2009 in Sandhyaet al., 2010).

La fluctuation de la quantité de I’AIA produite par les souches de Pseudomonas, est
probablement due a la variabilité génétique entre eux. La production de cette hormone est
influencée par les conditions de culture, mais en vivo le stade de croissance et par la
disponibilité du substrat dans le milieu. (Mizaet al.,2001 ;Mishraet al.,2010).

4. Solubilisation de Phosphate :

Les Cing (5) souches de Pseudomonas fluorescent ont été testées pour leur capacité
desolubiliser le phosphate inorganique sur deux milieux solides NBRIP et PVK contenant le

phosphatetricalcique Cas(PO4)2 comme seule source de phosphore.

19



Résultats & Discussion

Sur le milieu NBRIP quatre souches ont produit une zone claire autour de la colonie traduit
une solubilisation de Cas(POa)2. (Tab 2)avec un diamétre du halode5mm, 8.5mm, 9.3mm,
7.6mm respectivement pour les souches : P01, AZ3, AZ4, RS21la souche P05 est incapable
la solubilité de phosphate, par contre sur le milieu solide PVK les Cing souches ont produit
une zone claire autour de la colonie (tab 3. Fig05). Le diameétre du halo est de 6.9mm,
8.1mm, 10.5mm, 8.9mm,et 11.24mm produit par Les souches P01, AZ3, AZ4, RS21 et P05

respectivement.

Tableau3 : Diametre de halo sur le milieu NBRIP et le milieu PVK (en mm).

P1 5 6.9
AZ3 8.5 8.1
AZ4 9.3 10.5
RS21 7.6 8.9
PS 0 11.24

Fig08: Colonies de Pseudomonas fluorescents avec halo de solubilisation (A :sur le
milieu NPRIB, B :sur le milieu PVK).
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Résultats & Discussion

Le phosphore, est le second macronutriment requit pour la croissance des plantes apres
I’azote. Et méme dans des sols qui en sont riches, le phosphore se trouve sous une forme
insoluble: oxydes de fer et d’aluminium dans les sols acides, et oxydes de calcium dans les
sols basiques, et seulement une faible proportion (0.1%) est assimilable par les plantes
(Stevenson et Cole, 1999). En plus les ¥ du phosphore apporté par les fertilisants appliqués
au sol précipitent en des formes insolubles, augmentant ainsi le besoin des cultures en cet
élément (Goldstein, 1986).

Les bactéries solubilisant le phosphore  secrétent des acides organiques et des
phosphatases, qui convertissent les formes insolubles de phosphates en ions de phosphate
soluble monobasique (H2PO™,) et dibasique (HPO®,). Ce phénoméne est attribué a la

solubilisation minérale du phosphate(Mezaache, 2012).

5. production d*acide cyanhydrique ’HCN :

Le résultat du test de production de ’'HCN nous ont permet de sélectionné quatre souches
(BH1, AZ3, RS21, P12, P05) capable de produire ’HCN.La production est faible chez P12,
P07, AZ3, tandis qu’elle est forte chez RS21, HB1, Ces derniers assemblent les plus
performantes en production de HCN, en virant la couleur du papier filtre vers 1’orangée

foncée ou marron (Fig 4). Mais la souche P07 n’est incapable de le synthétisé.

Tableau 4 : le résultat de la production de ’THCN

Souches RS21 HB1 P12 P05 AZ3 P07
Productions +++ +++ + Lk ++ -
de PHCN

( Origine 2017)

Figure 09 : Résultat de test de HCN
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Résultats & Discussion

L’absence de production chez la souche P07 peut étre due a la perte des génes responsable de
la biosynthese. La production de HCN par les Pseudomonas est impliquée dans la suppression
de différents d’agents pathogénes.La production de I’'HCN classé parmi les plus efficaces
dans le biocontréle des champignons photopathogénes telluriques. Il agit directement sur les
cellules en bloquant le cytochrome oxydase dans la chaine respiratoire. Il contribue également
a ’acquisition de certains ions métalliques en formant des complexes avec ceux-ci (Blumer et

Haas, 2000 ; Ramette et al., 2003 ;Ahmed et al ., 2008).
6. Production des antibiotiques

Pour les résultats de la production des antibiotiques par (8) souches bactériennes (AZ3, AZ4,
P 07,P05, RS21, BH1, P12, P01) seul 4 souches AZ4,P01, MH8, P12 ont donné un effet
antibiotique contre FOL avec des zones d’inhibitions

11,30 ;11,02 ;10,14 ;9,2 mmrespectivement.

Les souches Pseudomonas fluorescentsproduits des antibiotiques et jouent un réle important
dans I’inhibition d’agent phytopathogeénes telle que phénazines, la pyolutéorine, la

pyrrolnitrine et le DAPG (2,4-diacetylphloroglucinol) (Haas et Défago, 2005).
I1. Résultats de I’antagonisme in vitro

Les résultats de I’antagonisme de huit (8) souches bactériennes (AZ3, AZ4,P 07,P05, RS21,
BH1, P12, PO1) vis-a-vis de deux espéeces de champignon
phytopatogeneFusariumoxysporumf.sp. lycopersiciet Fusariumoxysporuimf.sp .pisi par deux

méthodes de confrontation direct et indirect.

Aprés 5 jours d’incubation nous avons calculé le taux d’incubation des champignons par

I’utilisation de la formule déja cité en matériel et méthodes (cf :111).
Pour cet essai, nous avons réalise la discussion de effet direct et indirect étudie en paralléle.

1. Confrontation directe

L’analyse de la variance montre que les facteurs étudiés les souches bactériennes, les
champignons ont des résultats hautement significatif avec une probabilité (0 ,000), par contre

leur interaction est non significative.

Pour facteur souches bactérienne nous avons remarqué que les meilleur taux d’inhibition ont
été obtenu par les souches RS21 et PO7 et P12 avec de taux 74 ,74% et 73,50% et 71,28%

respectivement et sont classé dans le groupe homogéne (A) et les autres souches : P01, HB1,
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Résultats & Discussion

AZ4, AZ3, PO5 sont classé dans le groupe homogene (B) avec un taux d’inhibition qui varie
entre 68,04 % et 65,01%. (Fig .10).

78,9
76,9 A
74,9 A
e 72,9 A
c
2 70,9 B
2
€ 689
o
X 66,9
(1]
'—
64,9
62,9
60,9
RS21 P07 P12 PN1 HR1 AZ4 AZ3 P05
Souches bactériennes L

A et B : Groupe homogéne
Fig10 : taux d’inhibition des bactéries.
Pour le facteur champignons, nous avons remarqué que 1’isolat fongique qui a été le plus
sensible aux effets de bactéries testé est le Fusariumoxysporum f. sp. lycopersici(FOL) avec
un taux de ( 82,81%), et classé dans le groupe homogene (A), par contre I’isolat fongique
Fusariumoxysporumf.sp.pisi(FOP) plus résistant avec un taux de 56,31% qui le classe en

groupe homogeéne (B). (Fig.11).

82,2
77,2
72,2 -
67,2 -
62,2 -
57,2 -

522 I

FOL FOP

Taux d'inhibition %

FOP:Fusariumoxysporumf.sp.pisi ,
FOL: Fusariumoxysporum f. sp. lycopersici.

Figure 11 : Le taux d’inhibition des champignons.
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2. Confrontation indirect

Selon les résultats de la confrontation indirect entre les bactéries et les champignonsnous
avons constaté que la variance a une différence non significative avec une probabilité de

0.56075,nous avons enregistré pour I’ensemble des souches des taux qui varié entre 65.88% et
43.71%. (Fig.12).

65,0 -
. 60,0 -
N
c
2 550 -
S
€ 500 -
=
x
o i =
g B
40,0 -
AZ3 PO5 HB1 P12 PO7 RS21  AZ4 PO1

Les souches bactériennes

Figure 12: le taux d’inhibition par les bactéries

Pour le facteur champignon nous avons remarqué que les résultats sont non significatifs avec
des probabilités 0.99. (Fig.12), et I’effet des bactéries est le méme sur les deux champignons
avec des taux de 58, 58 et 68% pour le Fusariumoxysporum f. sp. lycopersici(FOL) et de

47,59% pour le Fusariumoxysporumf.sp.pisi(FOP) ( fig.13).

61,9
59,9
57,9
55,9
53,9
51,9
49,9
47,9
45,9
43,9

Taux d'inhibition %

FOL FOP

FOP:Fusariumoxysporumf.sp.pisi ,
FOL: Fusariumoxysporum f. sp. lycopersici.
Figurel3d : Le taux d’inhibition des champignons
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3. Discussion

Toutes nos souches ont montré un pouvoir antagoniste, vis-a-vis de phytopathogénes
fongiques. Ces souches ont producteurs de métabolites secondaires (sidérophores, HCN,

AlA ,compétition pour les nutriments et d’autres composés antimicrobiens et d’autre produits).

Le test d’antagonisme permettre de sélectionné des souches capable d’été utilisé comme des
agents de lutte biologique, nous avons testé huit (8) souches bactériennes contre deux
champignon le Fusariumoxysporum f. sp. lycopersiciet Fusaruimoxysporumf. sp.pisi par de
méthode de confrontation une direct et 1’autre indirect, pour la confrontation direct la
réduction de fer disponible pour les phytopathogenes présents dans la rhizosphére (Scher et
Baker, 1982), la synthése d’enzymes dégradant les parois cellulaires fongiques et la
compétition avec les microorganismes déléteres pour les niches sur la plante.Les
Pseudomonas produisent notamment, de nombreux métabolites antifongiques (Weller et al.,
2002, 2007). En effet, la plupart des Pseudomonas produisent des antifongiques tels que des
phénazines, la pyolutéorine, la pyrrolnitrine et le DAPG (2,4-diacetylphloroglucinol) qui sont
les antifongiques les plus freqguemment détectés (Haas et Défago, 2005). Nous avons constaté
que la souche RS21et AZ3 et P12 posséde la capacité inhibitrice de la croissance mycélienne
contre les deux champignons testé comparant avec les autres. Cela peut étre expliqué par la

variabilité de leur métabolite secondaire, que ce soit pour les bactéries et les champignons.

Ces bactéries sont capable d’induire une résistance systémique contre un pathogéne donné, et

porte le nom d’ISR (van Loonet al., 1998; Pieterseet al., 2001).

Pour la confrontation indirect la production des produits volatile telle que HCN est la plus visé,
nos bactéries ont le méme effet sur les deux champignons testé malgré que les résultats de
production de I’HCN ont montréune productionelevés par les souches : RS21, AZ3 et P12et la
P07 est incapable de produire cet acide, donc soit que dans les conditions de cet essai la P07 a

produit de I’HCN, ou il y a un autre mécanisme analogue qui a pu intervenir.
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Conclusion

Au cours de ce travail, nous avons utilisé des souches bactériennes isolée dans la wilayade
Laghouat a 1’université de Amar Telidji, a partir de la rhizosphare de certaine plantes

spontanées.

Pour étudie ’action de Pseudomonas spp. fluorescents nous avons testé certains mécanismes
telle que production des sédirophores, solubilisation des phosphates, fixation d’azote,
production de AIA, production de HCN et I’activité d’antagonisme).

Ces souches ont des propriétés promotrices de la croissance veégétale telle : la capacité de
solubiliser le phosphate inorganique, d’inhiber la croissance mycélienne des champignons

phytopatogénes et de produire I’acide cyanhydrique (HCN).

Nous avons montré dans cette étude les potentialités de production de métabolites secondaires
chez des souches de Pseudomonas spp. fluorescents. Toutes les souches ont synthétisé les
sidérophores, la production de ces métabolites est dépendante de la composition des milieux

de culture.

La capacité de solubilisation des phosphates est retrouvée chez tous les souches et pour la

fixation d’azote, toutes les souches sontfixatrices d’azote.

Quant a la production de I’AIA, toutes les souches de Pseudomonas testésont productrices.
Avec des taux élevé de enregistré chez MA8 (51,76 pg/ml), P12 (38,82ug/ml) et faible chez

les autres.

Pour la production de I’HCN. Tous les souches bactériennes ont produits ’'HCN (BH1, AZ3,
RS21, p12, p05) sauf la souche PO7.I’effet d’antibiotique n’été observé que contre FOL
(Fusariumoxysporum f. sp. lycopersici) par les souches AZ4, P12, MH8, PO1.

Les souches de Pseudomonas spp.fluorescents ont montré une activité antagoniste
appréciable, in vitro, sur la croissance des formes spéciales de deux champignons de
Fusariumoxysporum. Les résultats d’antagonisme obtenu sur la confrontation directe

significatif par contre sur la confrontation indirect le résultat obtenu sont non significatifs.

Pour la confrontation direct nous avons constaté que les souches RS12 et AZ3 et P12
posseédent la meilleur capacité inhibitrice de la croissance de mycélienne contre les deux
champignons par ce test nous avons mis en évidence 1’effet des antibiotique, des sédirophores

et la compétition pour 1’espace et les nutriments, par contre la confrontation indirectou la
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Conclusion

production des produit volatile telque HCN est la plus vise, les bactéries ont méme effet sur
les deux champignons testés.

Ala fin de ces essais nous suggérons :

e quantifie la production de sédirophores et la solubilisation des phosphores.
e Pour I’antagonisme recherché les mécanismes d’antibiotique impliqué.
[ ]

Pour la souche P12faire des essais de biocontrdle et de biostimulation
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Annexes

Annexe 1 : Les milieux de cultures utilisés

1.Milieu de King B :

Agar 20g
Peptone 209
Glycerol 15¢
K2HPO4 (anhydre) 1,50
MgS0O4, 7TH20 1,59
Eau distillée 1000 ml

2.Milieu de PDA :

Saccharose 20g
Agar 159
Pommes de terre 200g

3.Milieu de BNRIP :

Glucose 10g

Ca 3(PO4)2 50
MgCI2.6H20 59

MgS0O4.7H20 0,259

KCI 0,29

(NH4)2S04 019
Agar agar 159

Eau distillée 1000 ml

4.Milieu de PVK :

Glucose 10¢g

Ca 3(P0O4)2 5¢
(NH4)2S04 0,59
NaCl 0,29

MgS0O4.7H20 0,1g

KCI 0,29

Extrat de levure 0,59
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FeSO4.H20 0,002 g

MnSO4.H20 0,002 g

Agar agar 159
5.Milieu de PHCN:

TSA a4,4 g de glycine

6.Milieu pour la production de ’AIA :

Tryptophane 0,30g
Milieu de LB :

- Extrat de levure 10g

- Nacl 5¢

- 10g

7. milieu de winogradsky

Solution mére

KHs PO, 25¢
MgSO47H,0 12,59
FeSO,7H,0 0,59
NaSO,7H,0 0,59
Nacl 12,59
L’eau déstilé 500ml
Solution mere 2,5ml
D-Glucose 0,59
CaCos 0,19
Agar agar 7,50

Eau distillé 5009
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