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Résumeé

La production de I’acide indole acétique (AIA) est une propriété importante des
bactéries de la rhizosphére qui stimulent et facilitent la croissance des plantes. L’objectif de la
présente étude est I'amélioration de la capacité des isolats de Stenotrophomonas maltophilia
S: et S; a produire de I'AIA par ’optimisation du milieu et des conditions de cultures. Les
résultats ont révélés une production importante de I’AlA. L’optimisation de la composition
du milieu de culture a déterminé que la source de carbone et d'azote la plus favorable pour la
production de I’AIA chez les deux isolats était I’acide malique et le NH4ClI respectivement.
L’effet des facteurs physiques a sélectionner 1’acidité de milieu a pH=6, la température a
30°C et le 6°™ jour d’incubation comme les meilleures conditions de culture pour la
production d’AlA chez les bactéries utilisées. Un maximum de croissance bactérienne a été
enregistré aprés le dixiéme jour d’incubation chez les isolats S; et S,. En présence et en
absence de L-tryptophane dans le milieu de culture les deux isolats ont enregistré des taux

appreéciables d’AIA variant entre 2,16 et 68,95 pg/ml.

Mots-clés: Acide indole acétique, L-tryptophane, Rhizosphére, Stenotrophomonas

maltophilia.



Abstract

Production of indole acetic acid (IAA) is an important trait of rhizospheric bacteria
which stimulate and facilitate the growth of plants. The objective of this study is to improve
the ability of the isolates of Stenotrophomonas maltophilia S; and S, to produce IAA by
optimization of culture medium and conditions. The results reported an important production
of IAA. The optimization of culture medium composition determinate that the most
appropriate source of carbon and nitrogen for IAA production of the two isolates is malic acid
and NH,CI respectively. The effect of physical factors selected the acidity of pH = 6, the
temperature at 30 ° C and the 6™ days of incubation are the best culture conditions of 1AA the
production for the used bacteria. A maximum of bacterial growth was recorded after the 10"
day of incubation for the bacterial isolate. In presence and absence of L-tryptophan in culture

medium the isolates recorded an appreciable rate of IAA ranged from 2, 16 to 68, 95 pg / ml.

Keywords: Indole acetic acid, L-tryptophan, rhizosphere, Stenotrophomonas

maltophilia.
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Introduction

Les bactéries qui colonisent la rhizosphére et les racines des plantes améliorent leur
croissance par quelconque mécanisme sont appelés PGPR y compris Rhizobactéries
Favorisant la Croissance des Plantes (RFCP) (Lynch et Whipps, 1990).

Ces rhizobactéries ont un immense potentiel dans I'agriculture pour ['utilisation
comme bio-fertilisants, agent de bio-contrdle et dans la biorestauration due a leur capacité de

favoriser la croissance (Ahmad et al., 2008).

Les PGPR affectent également la croissance des plantes par la synthese des
phytohormones tels que 1’acide indole-3-acétique (AlA) (Malhotra et Srivastava, 2008 ;
Arshad et Frankenberger, 1993 ; Zimmer et Bothe, 1989) et les autres régulateurs de
croissance des plantes comme le cytokinine, gibbérelline, I'éthyléne, et I’acide abscissique
(Arshad et Frankenberger, 1993).

L’acide indole acétique (AIA) est 1'un des auxines les plus physiologiquement actives,
c¢’est un type de phytohormone connue (Malhotra et Srivastava, 2008). Il fonctionne comme
un signal important dans la régulation du développement des plantes (Ryu et Patten, 2008),
I’AIA est un métabolite dérivé de L- tryptophane par de nombreuses voies Trp-dépendantes et

Trp indépendants dans les plantes et les bactéries (Patten et Glick, 1996).

L’acide indole acétique influencer un certain nombre de fonctions vegeétales telles que
la promotion de I'élongation et la division cellulaire (Zhao, 2010), la dominance apicale,
initiation des racines, la différenciation des tissus vasculaires, et la biosynthése d’éthyléne
(Datta et Basu, 2000).

Dans ce travail, nous allons essayer de déterminer ’effet de quelques facteurs

chimiques et physiques sur le pouvoir de la production d’AIA par différents bactéries du sol.
Ainsi, notre travail comporte deux parties :

La premiere partie, est consacrée a une étude bibliographique ou un bref rappel
comporte deux chapitres, le premier donne un apercu sur les microorganismes promotrices de

la croissance des plantes par leurs mécanismes directes et indirectes, le deuxiéme chapitre




donne une caracteérisation de la production de I’acide indole acétique et leurs fonctions avec

un apergus sur les autres régulateurs de la croissance.

La seconde partie décrit la méthodologie mise en ceuvre dans cette étude et notamment
la méthode employée pour réaliser différents tests en fonction de différents parameétres

chimiques et physiques susceptibles d'optimiser la production d’AIA.

Le dernier chapitre démontre les différents résultats obtenus au cours de ce travail. En

fin, une conclusion générale rassemble les principaux résultats de cette étude.




Chapitre : 1 Les rhizobactéries

1. La rhizosphere :

Le terme rhizosphére a été décrit pour la premiere fois en 1904 par le chercheur
allemand Lorenz Hiltner (Prescott et al., 2007), elle est définie comme le volume de sol
directement soumis a 1’action des racines. C’est la région du sol qui entoure les racines, cette
région s’étend au fur et a mesure que la plante pousse, que les microorganismes interagissent
avec les plantes, que les actions exercées par les racines et ces microorganismes associés se
propagent dans le sol (Michel et al., 2005). Elle est le lieu des échanges entre sol, racines et
microorganismes. Ces échanges intenses, se traduisent par des flux bi-directionnels d’eau et
de nutriments (Lynch et Whipps, 1990 ; Schvartz et al., 2005).

C’est un systeme complexe, hétérogene, dynamique et interactif, qui dépasse la simple
notion d’interface entre le monde végétal et le monde minérale. Elle est un condensé des
processus physiques, chimiques et biologiques qui animent les sols (Hinsinger, 1998 ;
Michel et al., 2005).

2. La communauté microbienne de la rhizosphere :

La rhizosphére est caractérisée par une forte activitt microbienne due au
renouvellement des composés organiques assimilables issus des exsudats racinaires, des
mucilages et des cellules épidermiques mortes disponible pour la croissance et le
développement des microorganismes dans la rhizosphere (Venant et al., 2011).

Les communautés distinctes des micro-organismes sont associées aux Systémes
racinaires de toutes les plantes supérieures (Khalid et al., 2006). Ces étres vivants sont requis
dans le processus de la décomposition et le recyclage des nutriments dans la rhizosphere
(Germida et al., 1998).Certaines de ces bactéries du sol, appelées PGPR (Plant Growth
Promoting Rhizobacteria), sont capables de coloniser la rhizosphére a un effet bénéfique sur
la plante (Venant et al., 2011).

Cet effet bénéfique peut étre direct ou indirect. La promotion directe de la croissance
est le résultat du pouvoir d’acquisition des nutriments ou de la stimulation des hormones de la
plante. D’autres mécanismes indirects, sont impliqués dans la réduction ou suppression des
pathogenes des plantes, mais le plus souvent liés a la croissance des plantes (Venant et al.,
2011 ; Hinsinger, 1998).

Outre leur capacité remarquable a concentrer les ions dissous dans le sol, les bactéries

disposent d’autres mécanismes pour augmenter la disponibilité de certains éléments au




Chapitre : 1 Les rhizobactéries

bénéfice de la communauté rhizosphérique: c’est le cas en particulier de 1’azote, du
phosphore et du fer (Gobat et al., 2010).

2.1. Les rhizobacteéries :

Les bactéries de la rhizosphére, dits rhizobactéries, sont capables de coloniser a
I'intérieur ou a l'extérieur de la racine de nombreuses especes des plantes et peuvent étre
divisé entre ceux qui forment une relation symbiotique avec la plante et ceux qui le font pas.
Le ce dernier, disant libre-vie, sont étroitement associes a la surface de la racine et de résider
dans les racines que les bactéries endophytes (Kloepper et al., 1989).

Elles sont généralement trés compétitives capables de coloniser le systeme racinaire
riche en éléments nutritifs (Peter et al., 2015),et sont des hétérotrophes typiques nécessitent
des composés organiques comme source d'énergie, leurs besoins sont entierement comblés a
I'intérieur méme de la rhizosphere (Campbell et Greaves, 1990).Quand elles émettent des
substances favorisant la croissance des plantes tout au long du leurs cycle de développement
(Kloepper, 1993).

Elles sont souvent mentionnées comme des rhizobactéries favorise de la croissance des
plantes, connues sous le terme RFCP (Beauchamp, 1993), (PGPR : Plant Growth Promoting
Rhizobacteria) (Kloepper et al., 1989; Zahir et al., 2004).

2.2 Les rhizobactéries promotrices de la croisance de la plante (RPCP) :

L’interaction plante-microorganismes dans la rhizosphere est un processus clé qui joue

un réle primordial dans le recyclage du nutriment dans la rhizosphere et notamment dans la
croissance et la santé des plantes (Govaert et al., 2010).

Ces interactions peuvent étre influencées par les conditions extérieures (température,
humidité, pH, etc...) qui peuvent déplacer les équilibres vers 1'un ou Dautre des
microorganismes. Cependant également agir sur les conditions extérieures en modifiant la
structure du sol ou croissance des plantes (Bertand et al., 2000).

Certaines espéces de PGPR ont récemment été décrites pour leur effet direct positif sur
la croissance des plantes et I"'augmentation du rendement de la culture par divers mécanismes
tels que la fixation d"azote (N, atmosphirique) (Danielle et al., 1979) et la solubilisation
d’oligoéléments tels que le phosphate (Cakmakci et al., 2006 ; Orhan et al., 2006).

Au cours des dernieres années, le nombre de PGPR a connu une forte augmentation,
principalement parce que le réle de la rhizosphere a gagné une importance dans le

fonctionnement de la biosphére et aussi les mécanismes d'action de PGPR sont profondément
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étudiés actuellement, il y a beaucoup de genres bactériennes comprennent PGPR parmi eux,
révélant une grande diversité dans ce groupe (Shamsul et al., 2008).

2.2.1. Diversité taxonomique des PGPR :

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

Les PGPR appartenant a cette classe sont classés par leur capacité a fixer I’azote et a
noduler les plantes. Ces souches peuvent se comporter comme PGPR quand elles colonisent
les racines des plantes non légumineuses dans une relation non spécifique. En effet, le genre
Rhizobium contient également des souches PGPR (Sawada et al., 2003). Elle comprend de
nombreux genres de bactéries phototrophes pourpres non sulfureuses tels que Rhodovulum,
Rhodobium, Rhodopseudomonas. Ces genres sont regroupés dans trois ordres
(Rhodospirillales, Rhodobacterales et Rhizobiales) (Bertrand et al., 2011).

2.2.1.2. Les Beta-proteobacteria :

Elle comprend quelques bactéries phototrophes pourpres non sulfureuses. Elles
constituée de 6 ordres.

L’ordre des Burkholderiales regroupe 5 familles de bactéries ; Ralstoniaceae avec
Ralstonia metallidurans, Burkholderiaceae avec Burkholderia, Alcaligenaceae avec
Alcaligenes, la famille Comamonadaceae comprend de nombreuses bactéries (Comamonas,
Aguabacterium, Sphaerotilus...etc.), Oxalobacteraceae avec Oxalobacter.

L’ordre des Methylophilales concerne des bactéries méthylotrophes regroupées dans
une famille (Methylophilaceae) avec les genres Methylophilus, Methylobacillus, etc...

L’ordre des Neisseriales avec une famille (Neisseriaceae) contient des bactéries trés
pathogenes (Neisseria gonorrhae, Neisseria pneumoniae ,etc.) et aussi des bactéries isolées
du sol (Aquaspirilum).

L’ordre de Nitrosomonadales avec la famille Nitrosomonadaceae oxydant
I’ammonium (Nitrosospira, Nitrosomonas), la famille Gallionellaceae ferro-oxydantes

(Gallionella) et la famille Spirillaceae (Spirillum) (Bertrand et al., 2011).
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2.2.1.3. Les Gamma-proteobacteria :

Elle comprend le plus grand nombre de Proteobacteria regroupées dans 13 ordres,
parmi ces ordres :

Les Pseudomonadales comprennent deux familles, les Pseudomonadaceae avec les
genres Pseudomonas, bactéries communes des sols et des eaux, et les Moraxellaceae avec les
genres Moraxella, Acinetobacter, rencontrés dans les sols (Bertrand et al., 2011).

Dans la famille des Pseudomonadaceae, le genre Azotobacter est composé de
bactéries qui favorisent la croissance des plantes principalement a cause de sa capacité de
fixer ’azote (Sturz et Christie, 2003).

2.2.1.4. Les Firmicutes :

Parmi les bactéries telluriques a Gram positif, les Bacillus sont les types les plus
communs et les plus prédominants, ils représentent 95% de la flore isolée. Ce sont des
bactéries aérobies ou aéro-anérobies facultatives formant des endospores (Bergey’s, 2010a).

Depuis la découverte de la bactérie (1913) le genre Bacillus a subi des changements
taxonomiques considérables la réorganisation de ce genre a été initiée en 1992 par la création
des 37 nouveaux genres avec Bacillus sont inclus dans I’ordre des Bacillales et la famille des

Bacillaceae (Govindasamy et al., 2010).

2.2.1.5. Les Actinobactéries :

La majorité des espéces sont saprophytes ou commensales et principalement
telluriques; quelques-unes (ex Mycobacterium) peuvent étre pathogenes chez des individus a
résistance affaiblie. Quelques-unes vivent en symbiose a l'intérieur de plantes pour lesquelles
elles fixent I'azote de I’air (Bergey’s 2010a).
2.2.1.6. Les Bacteroidetes :

Dans les classifications précédentes, les phylum "Bacteroidetes" a été proposé
comporter trois grandes classes de bactéries, "Bacteroidia”, "Flavobacteriia" et
Sphingobacteriia "(Garrity et al., 2005),qui sont largement répandues dans I'environnement,

notamment dans le sol, dans les sediments, I'eau de mer ,etc ...(Bergey’s2010b).
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2.2.2. Mécanisme d"action des PGPR :

Les effets bénéfiques des rhizobactéries sur la croissance végétale résultent de
différents mécanismes exercés par les PGPR dont les modes d’action sont directs ou indirects
et peuvent varier pour un micro-organisme donné (Gupta et al., 2000).

Les mécanismes indirects impliquent un antagonisme contre phytopatogens, la
production des sidérophores, la production d'antibiotiques, l'influence globale et I'interaction
de plusieurs traits de PGP ont des effets positifs possibles sur la promotion de la croissance
des plantes (Shamsul et al.,2008).

Les mécanismes directs comprennent la capacité de produire des régulateurs de
croissance végétale comme I’acide indole acétique (AIA), gibberllins (GAS), cytokinines
(CTKY) et de I'éthylene (ETH) ...etc, et la solubilisation des nutriments minéraux tels que les

phosphates (Garcia de Salamone et Dobereiner, 1996).

2.2.2.1. Les mécanismes indirects :

La stimulation de facon indirecte de la croissance des végétaux tout en agissant par
effet antagoniste sur la microflore délétere, en se débarrassant des métabolites toxiques. Ces
mécanismes sont en général, ceux qui se produisent en dehors de la plante (Hallmann et al.,
1997 ; Saharan et Nehra, 2011) grace a la concurrence pour les éléments nutritifs (ex ; la
production des sidérophores) ou par lI'induction d'une résistance systématique aux agents
pathogenes (Shahab et al., 2009).

2.2.2.1.1. Production des sidérophores :

Les micro-organismes ont la capacité de synthétiser des composés s appropriant les
ions ferriques présents dans la rhizosphere. Bien que le fer soit I'un des minéraux les plus
abondants sur terre (Neilands et al., 1987).

Le fer inorganique se trouve sous sa forme oxydée Fe**qui donne des composés quasi
insolubles (ex: oxydes, phosphates). Pour s’en procurer, les organismes doivent produire des
petites molécules capables de chélater le Fe**et qui ont une haute affinité pour cet élément &
faible poids appelés sidérophores (Gobat et al., 2010).

Les sidérophores libérés par les PGPR chélatent le fer minéral par la formation d’un
complexe soluble de fer (Fe*") a l'aide d'un récepteur spécifique situé sur la membrane
cellulaire externe de la bactérie (O'Sullivan et O'Gara, 1991 ; Briat, 1992).
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2.2.2.1.2. L’antibiose :

L"antibiose est probablement le mécanisme le plus connu et peut-étre le plus important
utilise par les PGPR pour limiter I"invasion de pathogenes dans les tissus de la plante héte. Il
consiste en une inhibition directe de la croissance du pathogéne via la production de
métabolites aux propriétés antifongiques et/ou antibiotiques (Peypoux et al., 1999 ;
Bonmatin et al., 2003 ; Lin et al., 2005; Rahman et al., 2007).

Ces PGPR montrent non seulement un large spectre de diversité dans le type mais
également dans le nombre d'antibiotiques produits (Raaijmakers et al., 2002; McGowan et
al., 2005).Par exemple, certaines souches de PGPR ont la capacité d"excréter des métabolites
qui jouent un réle important dans I"inactivation des facteurs de germination du pathogéne ou

la dégradation de leurs facteurs de pathogénicité comme les toxines (Whipps, 2001).

2.2.2.1.3. La production I'HCN :

L’acide cyanhydrique (HCN) est un composé volatil qui s’évapore rapidement dans
I’air a des températures supérieures a 28°C et qui se dissout rapidement dans 1’eau. Il peut étre
toxique pour les humains et les animaux et le degré de toxicité dépend de la quantité
consommée (Meena et al., 2001). Les cyanides sont des métabolites secondaires produits
dans la rhizosphére de plusieurs micro-organismes, directement a partir de la glycine ou a
partir des glycosida cyanogenes (Bakker et Schippers, 1987).

Il est I’un des mécanismes qui aident a améliorer la production végétale par les RFCP
liée a la lutte biologique, soit par induction des mécanismes de défense des plantes ou par

antagonisme (Haas et al., 1991 ; Voisard et al., 1989).

2.2.2.2. Les mécanismes directs :

Il est maintenant clair que les diazotrophes associatifs exercent leurs effets positifs sur
la croissance des plantes grace a des mécanismes différents.Outre la fixation d'azote, les
diazotrophes peut affecter la croissance des plantes directement qui se produisent a I’intérieur
de la plante et affectent directement leurs métabolismes (Gupta et al., 2000),par la synthése
des phytohormones (Somers et Vanderlyden, 2004).et les vitamines (Subba, 1999), la
résistance au stress améliorée (Bashan et Bahan, 2005) la solubilisation du phosphate
(Shamsul et al., 2008).

Les bactéries connues par leur capacité a transformer I’azote en ammoniac qui peut

étre utilise par la plante, appartiennent aussi chez les PGPR. Parce que leurs avantages
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concurrentiels dans un environnement riche en carbone, pauvre en azote, les diazotrophes

peuvent devenir sélectivement enrichi dans la rhizosphere (Shamsul et al., 2008).

2.2.2.2.1. La solubilisation du phosphate :

Le phosphore est le cinquieme élément composant de la matiére vivante. C’est un
élément qu'on trouve dans le sol, les plantes et les micro-organismes (Plassard et al.,
2015).Dans le sol il est présent sous deux formes; sous forme organique (esters
phosphoriques) et inorganique (composés minéraux insolubles) (Alexander, 1977).

La solubilisation des phosphates est la capacité des microorganismes de convertir le
phosphate insoluble a une forme accessible. Ce processus permet de reduire l'utilisation
d'engrais phosphatés (Chaiharn et Lumyong, 2009).

Ces microorganismes augmentent la disponibilité du phosphore pour les plantes soit
par minéralisation des phosphates organiques a l'action des phosphatases (Abd-Allah, 1994 ;
Halder et Chakrabartty, 1993), ou bien par la dissolution des phosphates inorganiques par
l'action des acides organiques (Abd-Allah, 1994 ; Halder et Chakrabartty, 1993;
Richardson, 1994).

Les bactéries rhizosphériques solubilisant le phosphate pourraient donc constituer une
source prometteuse comme agent biofertilisant dans I'agriculture (Sharma et al., 2007),et
plusieurs études ont montré que la solubilisation du phosphore est une caractéristique
importante des RFCP (Hoflich et al., 1995).

2.2.2.2.2. La synthése des phytohormones :

Les régulateurs de croissance connue: I’AIA, les cytokinines, la gibberelline et
I'éthyléne ont une action directe sur la croissance des plantes (Noel et al., 1995 ; Badenoch et
al., 1982).La plupart des régulateurs de croissance connus chez les végétaux supérieurs
peuvent étre synthétisés par des bactéries ou des champignons.  L’acide indole acétique
formé a partir du tryptophane est produit, ainsi que d’autres composés voisins, par un grand
nombre de microorganismes rhizosphériques (Davet, 1996). La synthése des hormones de
croissance des plantes identifiés comme des phytohormones (Thuler et al., 2003). Ces
phytohormones sont des substances organiques connues pour influencer les processus
physiologiques des plantes a tres faibles concentrations. Elles sont chimiquement identiques
ou analogues aux hormones synthétisées par les plantes (auxines, cytokinines et
gibbérellines). Parmi ces substances, nous nous intéresserons plus particulierement aux

auxines qui semblent jouer un réle majeur dans la phytostimulation. Parmi les auxines, 1’acide
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indole-3-acétique (AIA) est la plus répandue (on estime que 80 % des bactéries isolées de la
rhizosphére sont capables de la synthétiser (Patten et Glick, 2002) et la mieux caractérisée
des auxines connues. Elle est connue pour induire une stimulation de 1’¢longation racinaire,
de la division et de la différentiation cellulaire (Aloni et al., 2006 ; Fukaki et al., 2008).

La biosynthése d’autres phytohormones telles que les cytokinines, les gibbérellines,
I’acide abscissique (ABA) et 1’éthyléne a aussi été rapportée (Perrig et al., 2007). Il a aussi
récemment ét€ mis en évidence qu’une production d’oxyde nitrique était responsable de la

formation de racines latérales lors de I’association avec la plante (Creus et al., 2005).

2.2.2.2.3. Production de la 1-Amino-cyclopropane-1-carboxylate désaminase ACC :
L’¢éthylene est la seule phytohormone gazeuse. Il est connu pour étre 1’hormone des
blessures, parce que sa production dans la plante peut étre induite par n’importe quelle
perturbation physique ou chimique des tissus (Salisbury, 1994).Parmi ses nombreux effets
sur la croissance et le développement de la plante, la production d’éthyléne peut causer
I’inhibition de la croissance des racines. (Glick et al., 1999) ont émis, une théorie selon
laquelle le mode d’action de certains PGPR serait par 1’intermédiaire d’'une ACC-désaminase.
Cette enzyme clive I’AAC précurseur immédiat de 1’éthyléne. L’ACC-désaminase
diminuerait la production d’éthyléne au niveau des racines de la plante hote et résulterait en

leurs allongements (Shah et al., 1998).

2.2.2.2.4. La fixation de I’azote :

Les procaryotes sont seuls a effectuerdans la nature, plusieurs des réactions redox
majeures impliquant 1’azote. L’azote gazeux (N) est la forme la plus stable de ’azote et
constituer le réservoir principal de 1’azote sur terre. Cependant, seulement trés peu
d’organismes sont capables d’utiliser le N, comme source d’azote dans le processus de
fixation d’azote, les formes d’azote fixé les plus facilement disponibles que sont I’ammoniac
et les nitrates, dans de nombreux environnements (Madigan et Martinko, 2007).

La fixation biologique de I'azote par les bactéries du sol est considérée comme I'un des
principaux mécanismes par lequel les plantes bénéficient de l'association microbienne
(Figueiredo et al., 2008). Cette fixation d’azote est un processus propre aux procaryote,
aerobies ou anaerobie et n’existe pas chez les eucaryote, une grande gamme de genre

microbiens vivante (Azotobacter, Azospirillum) participent a ce processus de fixation libre les
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plus importants dans des conditions aérobies et dans les conditions anaérobies sont des

membres du genre closetridium.
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1. La régulation de la croissance végetale :

Les régulateurs de la croissance des plantes sont des substances qui influent les
processus physiologiques des plantes a des concentrations trés faibles et modifient ou
contrélent une ou plusieurs événements métaboliques d'une plante. Ces composés produits par
la plante ou par les PGPR sont appelés hormones végétales (Davies, 1995).

1.1. Les phytohormones:

La plupart des rhizobactéries produisent des hormones auxquelles les végétaux sont
sensibles. Ce sont des molécules qui régulent la croissance végétale ou qui intervient dans la
communication entre individus végétaux différents et d'autres micro- organismes, ces
phytohormones peuvent avoir des effets bénéfiques sur la croissance végétale et le
développement des plantes (Moore, 2012), ils sont actifs en quantités infimes (Dobbelaere et
al., 2003).

Les hormones bactériennes stimulent le développement du systéme racinaire et la
croissance globale de la plante grace a la grande sensibilité des racines aux hormones
(Bashan et Holguin, 1997 ; Vessey, 2003).

I'augmentation de la production des métabolites végétaux est utilisée par les bactéries
pour leur propre croissance et leur implication dans les differentes symbioses, ce qui permet
une relation réciprogue bénéfique entre les plantes et les rhizobactéries.(Patten et Glick,
2002). Il existe cinq principaux groupes d’hormones Végétales: auxines (Prinsen, 1993)
représenté par I’acide indole-3-acétique (AlA) qui est le plus important du groupe des auxines
(Ashrafuzzaman et al., 2009), cytokinines (Tien et al., 1979), gibbérellines (Bottini et al.,
1989), I'éthyléne (Strzelczyk et Pokojska, 1984) et I’acide abscissique (ABA) (Hopkins,
2003).

1.1.1. Les auxines :

Auxine est le nom générique qui représente un groupe de composant chimique
caractérisé par sa capacité a induire I'élongation des cellules dans la région subapicale de la
tige et capables de stimuler la croissance de coléoptiles ou de segments de tiges chez les
plantes supérieures. lls sont les premiéres hormones vegetales a avoir été decouvertes.
(Hopkins, 2003 ; Dinesh, 2011).

En 1926, le physiologiste des plantes Frits W.Went appeler cette substance chimique
auxine, du grec auxein qui signifie « grandir » (Raven et al., 2007), l'auxine principale est
I'acide indole-3-acétique mais il existe dautres molécules naturelles actives (Garbaye, 1994),

plusieurs autres dérivés indolique naturels parmies lesquels I’acide indole-3-butyrique
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(AIB),et les auxines synthétique parmies lesquels 1’acide 1-naphtaléne-acétique (ANA)
(Hopkins, 2003).

L’auxine joue un role crucial dans de nombreux mécanismes physiologiques et
développementaux (I’embryon et du fruit), organogenese, différenciation du systeme
vasculaire, mise en place de I’architecture racinaire, ¢élongation cellulaire, tropisme et
dominance apicale (Kepinski et Leyser, 2005). De nombreuses molécules possedent un

pouvoir auxinique mais la plus abondante chez les plantes est I’acide 3-indole acétique (AlA)

1.1.1.1. L’Acide Indole-3-acetique (AlA) :

L’acide indole acétique AIA est une auxine primaire active dans la majorité des
plantes, elle fonctionne comme une molécule-signal importante dans la régulation du
développement des plantes (Spaenpen et al., 2007).Cette phytohormone est impliquée dans
I’initiation de la division des cellules au niveau des racines et de leurs élargissements, il

ressemble beaucoup a un acide aminé (Salisbury, 1994).

L’AIA est synthétisé a partir de 1’indole et certains indices montrent que les plantes
peuvent le produire directement a partir du tryptophane (Raven et al., 2007) et les exsudats

des racines sont les ressources principales de tryptophane dans le sol (Spaenpen et al., 2007).
1.1.1.1.1. La fonction de I’acide indole-3- acétique :

C’est la principale auxine naturelle facilement dégradées par les enzymes et les
microorganismes donc elle est plus intéressantes pour les applications industrielles. (Raven et
al., 2007).Une partie de I’AIA est repris par la plante qui s’ajoute a I'AIA endogene de la
plante pour stimuler la prolifération cellulaire des plantes et I'allongement racinaire (Ahmad
et al., 2005).

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

1.1.1.1.2. Structure chimique d’AlA :

L'acide indole-3-acétique est un acide faible avec un pKa d'environ 4,85 en solution a
pH neutre, I'AlA se présent sous sa forme dissociée, anionique. Il est formé d'un noyau indole

et d'une courte chaine latérale carbonée portant le groupement carboxyle.

13

=
| S—



Chapitre : 2 Les phytohormones

CHﬂ(OH
0

H

Figure 1: Structure chimique d’auxine naturelle (AlA) (Hopkins, 2003).

1.1.1.1.3. La production de I’acide indol-3-acetique par les microorganismes:

Acide indole acétique est généralement produit sous forme de métabolite secondaire
par les PGPR en utilisant les substrats riches exsudés par les racines des plantes. Il est
généralement produit par les PGPR en utilisant les fournitures riches en substrats exsudé a
partir des racines et libére 1’auxine dans la rhizosphére sous forme de métabolites secondaires.

Les PGPR sont connus exclusivement pour leur capacité de fixation d’azote mais ils
sont également signalés aussi pour produire 1’AIA chez les genres de Bradyrhizobium,
Stenotrophomonas, Rhizobium et Mesorhizobium, ils sont produitentdes quantités importantes
d’AIA dans des conditions in vitro (Antoun et al., 1998 ; Wani et al., 2007, 2008 ; Ahmad
et al., 2008). Parmi d'autres souches PGPR, Pseudomonas, Bacillus, Agrobacterium et deux
souches de Comamonas acidovorans sécrétées 1’ AIA a des niveaux inférieurs par rapport aux
bactéries deléteres (Barazani et Friedman, 1999 ; Rajkumar et al., 2008).

Jusqu'a présent, six voies de biosynthese ont été identifiés dont cinqg dépendent du
tryptophane et I’autre est indépendante quia besoin de la présence d'indole-3-glycérol
phosphate. (Spaepen et al., 2007). La biosynthése d’AIA semble principalement a suivre

deux voies principales :

La voie Indole-3-acétonitrile (IAN) a été largement étudié dans les bactéries des
plantes a I’aidedes enzymes nommé AIA-nitrilases qui catalysent la conversion de IAN a
AIlA, ce qui indique la conversion de IAN a AlA via IAM (kobayashi et al., 1993).
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La voie de tryptophane indépendante a étée proposé dans les plantes parce que pas
d'enzymes spécifiques ont encore été identifiés, leur existence reste insaisissable. Ils sont
synthétisés a partir du tryptophane et il a ét¢ démontré que le libre d’AIA est facilement
converti en estérifié avec du sucre ou liaison amide, et que ces formes conjuguées sont les

formes dans lesquelles I’ AlA est stocké dans les plantes.

: CHy H—COO?: CH,-!:—COOH : CHsz 5-H CHz-COOH

N
H

Tryptophan Indole- 3- Indole- 3- Indole-3-
pyruvic acid acetaldehyde acetic acid

Figure 2: Biosynthese de I'acide indole acétique (Pelmont, 1995 ; Hooykaas et al., 1999).
1.1.1.1.4. Mécanisme d'action des bactéries productrices I’AIA :

Le mécanisme le plus souvent invoqué pour expliquer les effets directs des bactéries
PGPR sur les plantes est la production des phytohomones, y compris AlA (Barea et Brown,
1974 ; patten et Glick, 1996, 2002) .Ces bactéries améliorent I'absorption des minéraux et
des nutriments du sol par les plantes. la croissance mieux a son tour pour libérer des quantités
plus élevées du carbone dans les exsudats racinaires, la libération de plus de carbone invite
I'activité microbienne, et ce processus se poursuit dans un cycle d’azote (Adesemoye et al.,

2009 ; Dinesh, 2011).
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Une plante -inoculé
avec I’AIA produit
par les PGPR

N

Libération les exsudats

G racinaires
augmentation de I'activité @

microbienne

La promotion de la croissance
de la plante et I'augmention de

plante inoculée avec I’AlA produite .
la surface des racines

par les PGPR

La production d’AlA

Figure 3: Mécanisme d'action des bactéries productrices I’AIA (Dinesh, 2011).
1.1.1.1.5. Les facteurs qui modifient la biosynthése de I'AlA :

La biosynthese d’AIA est affectée par plusieurs facteurs environnementaux. En
particulier, il y a une augmentation de sa production dans des conditions de pH élevé et en
présence de plus grandes quantités de tryptophane (Spaepen et al., 2007).

Les facteurs qui modifient la biosynthése d’AIA sont diversifiés et étendus. Par
conséquent, ne citerons que ceux liés au stress environnemental et la signalisation des plantes
(Spaepen et al., 2007).Le premier groupe des facteurs comprend l'acidification, le stress
osmotique de la matrice, et limitation de la source de carbone ,le deuxiéme groupe des
facteurs est intégré a des signaux chimiques produites par les plantes dans des conditions
normales ou stressées. Fait intéressant, la limitation du carbone et de réduction du taux de
croissance sont liés a I'état physiologique des bactéries qui arrivent a la phase de croissance
stationnaire. L’AIA est produit a toutes les étapes de la croissance de la culture, mais
augmente de maniére significative apres la phase stationnaire (Malhotra et Srivastava, 2008)

avec une production d’AIA baisse dans des conditions acides (Vande Broek et al., 1999).
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1.1.2. Les cytokinines :

Ce sont des hormones dérivé de 1’urée appeler le thidiazuron (N-phényle-N’1,2,3-
thidiazol-5-y lurée), Cette molécule a été développée pour faciliter la récolte mécanique des
plantes (Tay et al., 1985). Les cytokinines naturelles sont habituellement des adénines
connectées a une chaine latérale en 6 molécule de N avec soit un isopentenyl de cing
carbones, soit un noyau aromatique.

L’action des cytokinines se traduit par l'activation de la germination des graines, la
promotion de la ramification, la croissance des racines, l'accumulation de la chlorophylle,
I'expansion des feuilles et le retard de la senescence (Salisbury, 1994), Elle est souvent
masquée par ’interaction avec d’autres régulateurs. I1 peut mimer 1’effet conjoint d’une
cytokinine avec ’auxine sur la croissance et la différenciation d’explants. il améne une
augmentation de la croissance des plants jusqu’a 30 fois plus importante lorsqu’il est ajouté a

une culture in vitro (Capelle et al., 1983 ; Grondin, 2004).

1.1.3. Gibberline :

Ce sont des acides diterpénoiques constitués de résidus isopreniques synthétisées par
les plantes supérieures, les champignons (Frey-Klett et al., 2007) et les bactéries
(MacMillan, 2002).Les gibbérellines sont également impliquées dans la promotion de la
croissance des racines car elles régulent I'abondance des poils racinaires (Bottini et al., 2004),
la capacité des bactéries a synthétiser ces substances a été initialement décrite chez les
Rhizobium (Williams et Sicardi, 1982 ; Tien et al., 1979).

La promotion de la croissance des plantes par les PGPR productrices de gibbérellines
est rapportée par plusieurs travaux et cet effet positif sur la biomasse végétale est souvent
associé a une teneur accrue en gibbérellines dans les tissus végétaux (Atzhorn et al., 1988 ;
Gutierrez-Manero et al., 2001 ; Joo et al., 2009).

1.1.4. Ethyléne :

L'éthyléne est une hormone importante dans la croissance et le développement des
plantes (Burg, 1962). C’est un gaz volatil qui se propage par diffusion et synthétisé a partir de
la méthionine. Il est le seul hydrocarbure ayant un effet prononcé sur les plantes. L’auxine et
les cytokinines sont des protagonistes importants pour la production de I’éthyleéne et ils
agiraient avec une certaine synergie (Gaspar et al., 1996). En raison de son état gazeux dans
des conditions physiologiques, pendant une longue période, il n'a pas été acceptée comme une
phytohormone, mais diverses études ont montré que la synthése et de I'action était critique

pour certains processus physiologiques (Dinesh, 2011). La molécule d'éthylene est trés simple
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et symetrique, composée de deux atomes de carbone (reliés par une double liaison) et de

quatre atomes d'hydrogéne (Archad et Frankenberger, 1993).

1.1.5. L’acide abscissique ABA :

Au cours des années 1960 ,Frederick T. Addicott signalé la découverte dans les
feuilles et les fruit d’une substance capable d’accélérer 1’abscission,qu’il appela abscissine.
On désigne aujourd’hui cette substance sous le nom d’acide abscissique (ABA).

L’ABA a été démontré comme étroitement liés a la résistance,il contrdlerait ainsi la
pénétration des feuilles par les bactéries via a une voie de signalisation dans les cellule de
garde des stomates pour activer 1’ouverture et la fermeture (Raven et al., 2000).

Plusieurs bactéries sécrétent I'acide abscissique a faibles concentrations dans les
cultures par ex : Azospirillum (Kolb et Martin, 1985 ; losipenko et Ignatov, 1995). Ce
compose, produit lorsque les bactéries ont été cultivées dans le milieu qui contient le nitrate
(Zimmer et Bothe, 1988 ; Zimmer et al., 1988).
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1. Effet de la composition du milieu de culture :

1.1. Effet des différentes sources de carbone sur la production de I’AIA :
L’effet des différentes sources de carbone sur la capacité des isolats bactériens a

produire I’ATA a été étudié en utilisant plusieurs sources de carbones dans le milieu de culture.

Le tableaul, montre que les concentrations produites d’AIA en fonction de différentes
sources de carbone varient de 5,66+0,20" ug/ml & 46,97+ 3,10 pg/ml ou les valeurs maximales
ont été obtenu en utilisant I’acide malique comme source de carbone avec des taux de 45,56+

1,66% pg/ml et 46,97+ 3,10%pour les isolats S; et S, respectivement.

Ainsi des concentrations importantes d’AIA ont été produites par les deux isolats S; et
S, avec le glucose, par ailleurs des faibles concentrations ont été obtenu en utilisant le lactose,

le fructose, le saccharose, le maltose et le mannitol.

Tableau 1: Effet des différentes sources de carbone sur la production de I’AlA par les isolats
Siet S,.

Source de Acide Lactose | Fructose | Glucose | Saccharose | Mannitol | Maltose
carbone | malique
[AIA] 4556 + 13,38+ 9,14+ 22,15+ 16,18+ 5,66+ 577+
1,66% 0,70° 0,28° 0,24° 1,89° 0,20f 0,917
pg/ml S,

[AIA] 46,97+ 8,03+ 6,52+ 24 44+ 20,49+ 8,52+ 6,29+
ug/ml's, | 310° | 1,37° 1,07 1,19° 1,62° 0,97 0,68
( |
L 2 )
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[AIA] [AIA]

[AIA]ug/ml
[AIA]g/ml

Source de carbone Source de carbone

Figure 6 : Effet de différentes sources de carbone sur la production de I’AlA, a : isolat
S1, b :risolat S,.

Figure 7: Effet des différentes sources de carbone sur la production de I’AIA, a : isolat
S;, b:isolat S,.

1.2. Effet des differentes sources d’azote sur la production de I’AIA :

Plusieurs sources d’azote ont été testées pour optimiser la production de I’AIA par les
isolats dans le milieu de culture.

Le tableau 2, indique la production d’AIA en fonction de différentes sources d’azote. Les
meilleurs concentrations produites ont été obtenues en utilisant le NH4CI avec 51,76+ 0,74°
ug/ml et 44, 25+3,20% pg/ml pour les isolats S; et S, respectivement.
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Des concentrations assez faibles ont été obtenues avec I’urée suivie de caséine et de
NaNO; chez I’isolat S, mais chez I’isolat S; les quantités de I’ AIA obtenues ont été classées

selon la source d’azote utilisée comme suit : caséine, urée et NaNOs.

Donc, les résultats précédant ont montré que la source d'azote le plus approprié pour la
production d’AIA est le NH4ClI chez les deux isolats.

Tableau 2: Effet de différentes sources d’azote sur la production de I’AlA par les isolats S; et
Ss.

Source
d*azote NH,CI NaNO; Urée Caséine
[1AA]
pg/ml 51,76+ 0,74° 7,55+0,32° 16,88+0,45" 8,48+ 0,38°
St
[1AA]
pg/ml 44,25+3,20° 3,55+ 0,33° 11,46+ 0,93" 12,79+0,76"
S;
[AIA] [AIA]
60 50 a
2 45
50 - 40 -
E a0 - 35 1
2 E 30 -
< 5 2 )5
I 20 -
20 - b T b b
10 - < C 12 c '
Il . =
0 A . . . T T T
NH4cl NaNO3 Urée Caséine NH4cl  NaNO3 ~ Urée  Caséine
a Source d'azote b Source d'azote

Figure 8 : Effet de différentes sources d’azote sur la production de I’AlA, a : isolat S;,
b :isolat S,.
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Figure 9 : Effet de différentes sources d’azote sur la production de I’AIA, a : isolat
S1, b :isolat S,.

2. Effet des conditions de culture sur la production de ’AIA :

Différentes conditions de culture ont été variées pour optimiser la production de I’AIA

par les isolats bactériens.
2. 1. Effet du pH sur la production de I’AIA :

L’effet de différentes valeurs du pH dans un intervalle variant entre 5 & 8 sur la capacité

des isolats a produire I’AIA a été testé.

Le tableau 3, montre que les quantités de 1’AIA produites par les deux isolats varient
entre 15,77 a 47,24 pg/ml et les quantités les plus élevés ont été observées a pH 6 avec
45,882+3,968% pg/ml et 47,24+6,072% pg/ml pour les isolats S; et S, respectivement.

Des concentrations plus faibles d’AIA ont été obtenues a pH 7 et 8 avec un minimum de
production & pH 5,0 chez I’isolat Sy, par contre la production de cette auxine par I’isolat S;a

été plus élevée a pH 5 par rapport a S; suivi par pH de 7 et 8.
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Tableaux 3: Effet de différentes valeurs du pH sur la production de 1I’AlA par les isolats S;et
Ss.

pH pH 5 pH 6 pH7 pH 8
[1AA]
pg/ml 15,77+1,22° 45,88+3,96° 36,78+1,59" 32,76+0,79"
St
[1AA]
ug/ml 33,28+3,29" 47,24+6,07° 36,58+4,22° 29,35+0,77°
Sy
[AIA] [AIA]
60 60 a
a 50 T
50 . b
b -
E % B E 40 "
230 230 -
< <
.‘_‘. 20 C -<—t- 20 -
0 - . . . .
PHS PH® PH7 PHS PH5 PH6 PH 7 PH 8
a PH b pH

Figure 10 : Effet de différentes valeurs de pH sur la production de I’AlA, a : isolat S;,
b :isolat S,.

Figure 11 : Effet de différentes valeurs du pH sur la production de I’AIA, a : isolat Sy, b : isolat
Ss.
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2.2. Effet de la température sur la production de I'AlA :

L'effet de différentes températures (25, 30, 35 et 40° C) sur la production d’AlA a été
représenté dans le tableau 4 et les figures suivantes.

La température d’incubation apparait comme un facteur agissant sur la capacité des

isolats a produire I’hormone de la croissance végétale AlA.

Pour les deux isolats étudiés la température 30°C était optimale pour la production de
IAIA avec des taux de 46,43+3,01% pg/ml et 47,24 + 6,07° pg/ml par I’isolat S; et S,
respectivement. Des valeurs faibles de quantités d’AIA produites par les deux isolats ont été
constatées a températures de 35°C suivi par 40 et 25°C.

Tableau 4 : Effet de température sur la production de I’AIA chez les isolats S; et S,.

Température 25°C 30°C 35°C 40°C
[1AA]
ugS/mI 13,20+0,80° 46,43+3,01° 16,44+2,26° 29,18+3,07"
1
[1AA]
“gsfm' 12,02+ 1,6° 4724+6,07° | 29,35+0,86° | 23,28 £2,45°
2
[AIA] [AIA]
60 60
50 50
_ 40 _ 40
£ £
230 230
< <
< <
20 20
10 _ t 10 _ I [
0 - 0 _
5°C 30°C 35°C 40° 25°C 30°C  35°C  40°C
a Température b Température

Figure 12: Effet de différentes températures sur la production de I’AlA, a : isolat Sy,
b :isolat S,.
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Figure 13 : Effet de température 25 °C sur la production de I’AIA, a : isolat Sy, b : isolat
Ss.

Figure 14 : Effet de température 35 °C sur la production de I’AIA, a : isolat S;, b : isolat S,.

Figure 15 : Effet de température 40 °C sur la production de I’AIA, a : isolat S, b : isolat S,.
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2.3. Effet du temps d'incubation sur la production de I’AIA :

La production de I’AIA et la croissance bactérienne des isolats utilisés ont été évaluées
en fonction du temps d’incubation.

Les valeurs de la densité optique enregistrées chez les deux isolats bactériens
augmentent progressivement en fonction du temps d’incubation variant entre 0,22+ 0,07 et
1,30+ 0,02. Ces valeurs atteignent le maximum apres le dixiéme jour d’incubation ce qui
correspond & un maximum de croissance avec 1,26+0,01 et 1,30+0,02 chez les isolats S; et S;

respectivement.

Par contre les quantités de I’AIA produites par les deux isolats bactériens atteignent un
maximum apres le sixiéme jour d’incubation avec des taux de 36,32+ 1,57 pg/ml et 33,66+
1,64 pg/ml chez S; et S, respectivement. Une diminution remarquable des taux de I’AIA
produites par les isolats a été enregistrée du huitiéme au dixiéme jour d’incubation avec les
valeurs les plus faibles. D’aprés les résultats obtenus il est remarquable qu’il n’existe pas de

corrélation entre la croissance bactérienne et la production de I’ AIA par les deux isolats.

Tableau 5 : effet de la durée d’incubation sur la croissance bactérien et la production de

I’AIA (ug/ml) par les isolats Siet S,.

2°™ jour | 4°™ jour 6°™ jour 8°™ jour 10°™ jour
Isolat | [IAA] 14,08+ 29,98+ 36,32+ 27,74+ 16,55+
S, ug/mi 1,56 1,76 1,57 1,28° 1,09 ¢
DO 620nm | 0,22+ 0,07° | 0,47+ 0,04 % | 0,71+0,01° |0,88+0,02° | 1,26+0,01°
Isolat | [1AA] 14,68+ 26,10+ 33,66 22,50+ 12,16
S, ug/mi 1,56° 0,86" 1,64° 2,30° 0,56°
DO 620nm | 0,44+ 0,05° | 0,77+ 0,03 | 0,92+ 0,02° | 1,13+ 0,06" 1,30+ 0,02
(=)
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Figure 16: Effet de la durée d’incubation sur la croissance et la production de I’AIA chez
I’isolat S;.
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3. Effet de la concentration du tryptophane sur la production de I’AIA:

La capacité des isolats bactériens a produire I’AIA a été testée en utilisant des
concentrations croissantes de tryptophane (0, 100, 200, 400, 600,800 et 12000 mg/l).

Les taux de I’AIA produits par les deux isolats bactériens varient entre 2,16+0,14 pg/ml
et 68,95+3,42 pg/ml en fonction de la concentration de tryptophane. Les quantités de 1’ AIA les
plus élevées ont été obtenues avec une concentration de 1000mg/l de tryptophane avec
68,95+3,42 pug/ml et 62,64+0,84 pug/ml chez S; et S, respectivement. 1l est remarquable que les
taux de production de I’AIA par les deux isolats augmente avec 1’augmentation de la
concentration du tryptophane par contre en absence de celui-ci des taux trés bas ont été

enregistrés par les deux isolats par rapport a sa présence.

Dans le méme sens, nos résultats nous ont permis de constater une corrélation positive

entre la quantité du L-tryptophane et la production d’AIA par les deux isolats bactériens.

Tableau 6 : Effet de différentes concentrations du tryptophane sur la production de I’AIA

chez I’isolat SjetS,.

Tryptophane 0 200 400 600 800 1000

(ma/l)

[1AA] 2,87+ 39,84+ 54,79+ 59,51+ 62,78+ 68,95+

pg/ml 0,19° 0,50° 2,81° 2,79 1,21° 3,42°
S

[IAA] 2,16+ 45,15+ 54,31+ 55,84+ 58,92+ 62,64+

pg/ml 0,14 0,75° 0,42° 0,37° 0,24° 0,84
Sz

—
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Figure 18 : Effet de différentes concentrations du tryptophane sur la production de, a : isolat

S1, b :isolat S,.

Figure 19: Effet de différentes concentrations du tryptophane sur la production de I’AIA, a :

isolat Sy, b : isolat S,.
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Discussion
L’acide indole acétique, un membre du groupe de phytohormones, est généralement

considéré comme étant la plus importante auxine native (Lindow et al., 1998 ; Datta et Basu,
2000).

L’optimisation des conditions de culture de deux isolats de Stenotrophomonas
maltophilia «S; » et « Sy », pour ’amélioration de leurs capacités de produire d’AIA a été
étudiée.

Les travaux de Bastian et al., (1998) montrent que la synthése d'AlA nécessite la

présence d’une source de carbone et une source d’azote dans le milieu de croissance.

L’effet des sources de carbone a révelé des résultats variables dont les quantités de
I’AIA produites par les deux isolats bactériens sont dépendantes de la source de carbone. Les
deux isolats ont montré une production maximale d’AIA dans le milieu contenant 1’acide
malique comme source de carbone avec 45,56pg/ml et 46,97 pg/ml pour les isolats S; et S,
respectivement représenté dans la figure (7), ces résultats sont similaires a ceux trouvés par
Omay et al., (1993). pH

Notre travail montre que le NH4CI était la meilleure source d'azote contenant dans le
milieu optimisé pour la production d’AIA avec 51,76+ 0,74% ug/ml et 44, 25+3,20% ug/ml
pour les isolats S; et S, respectivement représentée sur la figure (9), des résultats similaires
ont été obtenus par Sridevi et Mallaiah (2007). Nita et al., (2011) a révélé que parmi les

sources d'azote testées le NH,Cl a été le plus approprié pour une meilleure production d'AlA.

La production d’AIA a atteint son maximum a pH=6 avec des concentrations d’AIA
de 45,88ug/ml pour I’isolat S; et 47, 24 pg/ml pour I’isolat S, représentée sur les figures
(10), ce sont des résultats similaires a ceux obtenus par Malhotra et Srivastava (2008) et
Acuna et al., (2011).

Sasirekha et al., (2012) ont réalisé une comparaison directe entre les modifications du
potentiel de pH, et la production d’AIA, les valeurs de I’AIA ont augmenté progressivement
de pH=5 jusqu'a I’optimum a pH=6 dans le milieu, la biosynthese la plus élevée d’AIA a été

déterminée aux pH=6 a des concentrations suffisamment importantes.
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Apreés la lecture des résultats a différents degrés de température d’incubation dans
I’intervalle de 25 °C a 40 °C. Nous avons constaté que la température optimale pour la
biosynthese d’AlA était a 30 ° C avec 46,43+3,01ug/m pour I’isolat S; et avec un taux de 47,24
+ 6,07pug/ml pour I’isolat S représentée sur la figure (12), ces résultats sont similaires a ceux

obtenus par Khamna et al., (2010).

Nita et al., (2011) ont rapporté I'effet de la température sur la production de I’AIA ou

ils ont trouvé que la température optimale pour cette production était a 30 °C.

Il est clair que la production d’AIA par les deux isolats a augmentée progressivement
avec l'augmentation de la période d'incubation et atteint un maximum apres 6 jours. En
outre, la croissance bactérienne a augmenté progressivement avec le temps pour atteindre un
maximum au bout de 10 jours d'incubation représentée sur les figures (16,17), des méme
résultats ont été obtenus par Abd-Allah (2013).

Dasri et al., (2014) ont obtenus les mémes résultats, pour la production d’AIA a

commencé aprés 2 jours d’incubation et atteint le maximum de production a 6°™ jours suivi

par une diminution jusqu’a 10°™ jours d'incubation.

La production d'AIA différencier par 1’augmentation des valeurs de production jusqu’a
6eéme jours suivi par une diminution en parallele des taux de croissance de la culture
bactérienne qui augmente jusqu'a 10 jours d’incubation. Selon les constatations de Datta et
Basu (2000), la phase de la croissance bactérienne ou il commence la produire d'AlA est le

début de la croissance avec un maximum au démarrage de la phase stationnaire.

Aussi Yadav (2013) a rapporté que les bactéries ont commencé a produire I'AIA au
début de sa croissance et atteint au maximum au démarrage de la phase stationnaire dans
I'obscurité aprés 6 jours d'incubation, puis décroissante lentement d'AlA. Cette diminution peut

étre due a une libération des enzymes dégradant 1’ AIA tels que AIA oxydase et la peroxydase.

Mirza et al., (2001) a été rapporté que la production d’AIA par les rhizobactéries
promotrice la croissance des plantes peut varier entre les différentes especes et elle est
également influencée par 1’état de la culture et le stade de croissance.
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Nous avons remarqué que la capacité d’isolats a produire 1'AlA en absence et en
présence de L-tryptophane. Leur production améliorer avec I’augmentation de la
concentration du tryptophane ces résultats sont demontré par El- Khawas et Adachi (1999),
Tien et al., (1979) et Karnwal (2009).

Dans cette étude, nous avons constaté que la concentration de tryptophane optimale
pour la biosynthése d’AIA était a 1000 mg/1 par 68,95+3,42% pug/ml et 62,64+0,84% pg/ml pour
les isolats S; et S, respectivement représentée sur la figure (18), qui montre une bonne
corrélation entre les différentes concentrations de L-tryptophane et la production d'AlA, ces

résultats sont similaires a ceux obtenus par Mutluru et Konada (2007), Lee et al., (2004).

La production d'auxine par les bactéries augmente lorsque le milieu de culture est
additionné avec le précurseur le plus approprié, comme le tryptophane pour la production
d’AIA, cette production s’améliore avec I’augmentation de la concentration du précurseur

(Barazani et Friedman, 2000).

L’espéce de Stenotrophomonas maltophilia est un modéle de production d’acide indole
acétique par multitude facteurs et a des fortes rentabilités dit par Liba et al., (2006), leur
production a une valeur maximale de 68,95 pg/ml pour I’isolat S; qui apparait le plus

efficace pour la production d’acide indole acétique.

Les quantités d’AIA produites varient entre 2,16pg/ml et 68,95 pg/ml et ils ont
augmenté de maniere significative en fonction des isolats testés avec différent conditions de

culture.
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1. Les isolats bactériens :
Dans cette étude, deux isolats S; et S, ont été utilisés, elles ont été identifiées comme :
Stenotrophomonas maltophilia, les deux isolats ont été fournis par le laboratoire de

microbiologie et biologie végétale de ’université de Mostaganem.

2. Milieux de cultures utilises :

Le milieu de culture qui a été utilisé pour permettre la croissance des isolats dans les différents tests
décrit dans cette etude est le milieu NF (Krieg et Dobereiner, 1984). C’est un milieu spécifique pour
les deux bactéries rhizosphériques qui a été utilise pour leur isolement & partir du sol salin.

3. Estimation de la production d’AIA :

La production de I'AIA a été déterminée en utilisant la méthode décrite par Loper et
Scroth (1986) représenté dans la figure (4).
3.1. Préparation de I’inoculum :

Pour la préparation de I’inoculum, des tubes a essai contenant 10 ml d’eau physiologique
ont été inoculés par quelques colonies bactériennes préalablement réactivé (culture jeune de
18-24h) pour préparer une suspension bactérienne ou sa densité optique a été ajustée a 1, 5 a

620 nm en utilisant un spectrophotométre UV- visible (Kumar et al., 2001).

3.2. Ensemencement et incubation :

Des flacons de 250 ml contenant 50 ml de milieu de culture ont été inoculés avec 1ml de
I'inoculum (DOg20=1,5). Les cultures bactériennes ont été incubées a 30° C pendant 4 jours
dans un agitateur rotatif a 160 rpm.

3.3. Dosage de ’AIA :

Apres I’incubation, les cultures bactériennes ont été centrifugées a 6000 rpm pendant 20
min ensuite Iml du surnageant a été ajouté a 2 ml de réactif de Salkowski (Annexe) et 2
gouttes d’acide ortho phosphoriques. Le mélange a été incubé a 30°C pendant 30 min a
I’obscurité. L’absorbance des différentes solutions a ¢été mesurées a 1’aide d'un
spectrophotometre UV-Visible a une longueur d’onde de 530 nm.

La quantité¢ d’AIA produite a été calculée a partir de I’équation de régression d’apres la

courbe d’étalonnage.
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Figure 4 : Estimation de la production d’AlIA.

3.4. La courbe d’étalonnage de I’AIA :
L’estimation quantitative de I'AIA est effectuée en utilisant une courbe d’étalonnage

prépare par des concentrations croissantes du AIA (Sigma-Aldrich), dans un intervalle de 0 a

100 mg/l (Figure 5).
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Figure 5: Courbe étalonnage de I’AIA.

4. Optimisations de la production de ’AIA :

L’optimisation de la production d’AIA a été répartie en optimisation de la
composition de milieu de culture, en optimisation de conditions de culture favorisant la
production d’AIA et enfin la concentration du tryptophane.

4.1. Effet de la composition de milieu de culture sur la production de I’AIA :
4.1.1. Effet des différentes sources de carbone sur la production de I’AIA :

L’effet des différentes sources de carbone: acide malique, saccharose, glucose,

fructose, lactose, mannitol et maltose sur la capacité des isolats bactériens a produire I’AIA a

été étudié dans le milieu de culture additionné de 200 mg/I de tryptophane.

4.1.2. Effet des différentes sources de I’azote sur la production de ’AIA:

L’effet de diverses sources de 1’azote tel que NH4Cl, NaNOg, ’urée et caséine sur la
capacité des isolats bactériens a produire I’AIA a été étudié dans le milieu de culture
additionné de 200 mg/I de tryptophane.

4.2. Optimisation des conditions de culture sur la production de I’AIA :

Les conditions de culture telle que le pH du milieu, la température et la durée

d’incubation ont été variées pour avoir un taux de production d’AIA optimale.




Chapitre : 1 Matériels et méthodes

4.2.1. L’effet du pH sur la production de ’AIA :

La capacité des isolats a produire I’AIA a été testée en faisant varier le pH initial du
milieu de culture de 5, 6, 7 et 8. L'effet du pH a été testé dans un bouillon tamponné préparé
dans un tampon phosphate-citrate (Annexe) qui est nécessaire pour limiter les variations du
pH.

4.2.2. L’effet de la température sur la production de I'AlA :

La capacité des isolats bactériens a été testée en variant leur température d’incubation.

Les cultures bactériennes ont été incubées a des tempeératures de 25°C, 30°C, 35°C et 40°C.
4.2.3. L'effet du temps d'incubation sur la production de I’AIA:

L'effet du temps d'incubation sur la production d’AlA par les isolats bactériens a été
réalisé par le suivie de la quantité d’AIA produite par ces isolats pendant 10 jours avec un

intervalle de 2 jours.

La croissance bactérienne a été suivie par la mesure de 1’absorbance des cultures

bactériennes a 620 nm durant le méme intervalle de temps.

4.3. L’effet de concentration du L-tryptophane sur la production d’AIA:

L’effet de la concentration de tryptophane dans le milieu de culture sur la capacité des
isolats a produire I’AIA a été testé en utilisant des concentrations croissantes de L-
tryptophane : 0, 100, 200, 400, 600, 800 et 1000 mg/I.

5. Analyse statistique :
Les expérimentations ont été faites en trois répétitions, les résultats obtenus sont
soumises a une analyse de variance (ANOVA) suivi par une comparaison des moyens deux a

deux selon le test de Newmen et Keuls.
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Conclusion

Le principal objectif de cette étude est 1’optimisation de la production de I'acide
indole-acétique « AlA»  par deux bactéries S; et S, appartiennent a I’espéce
Stenotrophomonas maltophilia isolées de la rhizosphere du sol salin en évaluant les
differents facteurs qui peuvent influencer la fonctionnalité et la capacité de ces isolats

sélectionnées a produire cette hormone.

Les résultats expérimentaux ont révélé une efficacité de ces rhizobactéries a produire
des  quantités importantes d’AIA. La composition du milieu de culture influe
considérablement sur I’efficacité de production de I’AIA d’ou on a pu déterminer que la
source de carbone et de 1’azote approprié pour une meilleure production pour les deux isolats
était I’acide malique et NH,4CI respectivement. Concernant les conditions de cultures un pH
de 6 et une température de 30°C ont mené & un rendement maximal dans la production de
I’AIA par les deux isolats bactériens. Le meilleur taux de production a été observé apres le
sixieme jour d’incubation, par contre la croissance bactérienne a été élevees jusqu’a le 10éme

jour d’incubation.

Une faible production de I’AIA par les isolats a été enregistrée en absence de L-
tryptophane dans le milieu de culture (2,878ug/ml), par ailleurs, la capacité de production de
I'AIA  par les deux bactéries augmente avec 1’augmentation de la concentration du
tryptophane dans le milieu de culture avec une production maximale de (68,955 pg/ml) chez

I’isolat S;.

Les résultats obtenus ont montré que les parametres étudiés ont présenté un effet

significatif sur la production d’AIA par les isolats bactériens utilisés.

La conclusion de la présente étude a confirmé que nétres rhizobactéries ont une
grande capacité a produire 1’acide indole acétique et peuvent étre utilisées comme alternative
aux engrais azotés comme inoculant microbiens, ainsi il faut y avoir des études
expérimentales approfondies pour la détermination des isolats compétents qui peuvent mener
a mieux optimiser in vitro la production d’hormone de la croissance végeétale « acide indole
acetique » pour étre utilisés comme bio-fertilisants végétale pour 1’amélioration de la
production agricole en vue d’une application industrielle a grande échelle a des rentabilités

économique plus importante.




Annexe

Gelose nutritive (GN) (g/l)

=T 0] (0] Tt 59
Extrait de viande .........c.ooiiiiiiii lg
EXtrait de IeVUre. .......oouiiii i 3g
Chlorure de sodium Na €l .........ooiiiiiiii e 29
N ) o . 189
EaU diStillEe 0.5.0 < v, 1000ml
pH=7,2+0,2

Milieu NF addition aux tryptophan (200mg/l )

Acide MaliqUe.......ooiii i 59
KO . .o ——— 49
G 1= OO 0.59
CaC e 0.02g
Y0 S P 0.29
N Gl 0.1g
S O et e 0.5g
MINS O e e 5.0g
NHACL 1g
Eau distillée 0.8 P . ver i 1000 ml
pH=6,8
Réactif de de Salkowski
FEC . e, (0,5M) 1ml
Acide perchlorique. ........ooviiiiii e 50 ml, (35%)

Eau physiologique
Eau distillée Sterile ... ... 1000ml

Chlorure de sodium Na Cl ........ooiiiiiiiii e 99



Annexe

Solution tampon phosphate citrate
*Préparation une solution (solution A) d’acide citrique & 0,50mol*(soit 105,069 de
CsH7 Og H, O par litre).

* Préparation une solution (solution P) de phosphate de sodium disodique 0,5 mol. I*(soit
71,01g de Nay;HPO, par litre)

*Mélanger selon les proportions suivant, selon le pH désiré, puis ajouter de 1’eau distillée

jusqu’a 200ml.
pH désiré solution P solution A/
/ml mi
5 41,20 19,40
6 50,52 14,74
7 65,88 7,06
8 77,80 1,10
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