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Résumé

Les actinomyceétes sont des bactéries filamenteuses a coloration de Gram positive, saprophytes
et ubiquitaires. Elles jouent des rdles importants dans le domaine de I’agriculture, la clinique et
la biotechnologie. Certains genres des actinobactéries font partie du groupe des PGPR, capable
de produire de I’AIA qui est la principale auxine régulatrice de la croissance des plantes.

Dans ce travail, nous avons réalisé une étude morphologique de quatre souches
actinobactériennes, parmi ces derniéres nous avons choisis une souche pour tester sa capacité a
produire de I’AIA dans un milieu de fermentation spécifique.

L’étude morphologie des quatre souches actinomycétales a été réalisée par la description de
I’aspect de croissance des colonies cultivées sur le milieu DSMZ65, suivi par une étude
microscopique a fort grossissement aprés coloration de Gram. Grace a la technique des
lamelles, nous avons pu suivre le développement du mycélium aérien et le mycélium de substrat
dans le temps. Par la suite, nous avons choisis la souche S4 pour tester sa capacité a produire
de I’AIA dans seize milieux de fermentation différents. Nous avons utilis¢ comme milieu de
base le milieu GBA auquel nous avons fait varier les concentrations de trois facteurs (le
tryptophane, le MgSO; et la farine de datte). Aprés 8 jours de fermentation, nous avons utilisé
une réaction colorimétrique qui utilise le réactif de Salkowski pour la mise en évidence de la
production et la quantification de I’ AIA produit. La souche a montrer une bonne production de
I’ AIA sur le milieu M15.

Mots clés

Actinobactérie, PGPR, Acide indole acéetique, Auxine, Réactif de Salkowski.



Résumé

Abstract

Actinomycetes are filamentous bacteria Gram-positive, saprophytic and ubiquitous. They play
important roles in agriculture, clinic and biotechnology. Some genera of Actinobacteria are part
of the PGPR group, capable of producing AlA, which is the main auxin regulator of plant
growth.

In this work, we carried out a morphological study of four actinobacterial strains, among which
we chose one strain to test its ability to produce AIA in a specific fermentation medium. The
morphology study of the four actinomycetal strains was carried out by describing the growth
aspect of the colonies grown on the DSMZ65 medium, followed by a microscopic study at high
magnification after Gram stain. Owing to the coverslip technique we were able to follow the
development of the aerial mycelium and the substrate mycelium over time. Subsequently, we
chose strain S4 to test its ability to produce AIA in sixteen different fermentation media. We
used GBA medium as a base medium, varying the concentrations of three factors (tryptophan,
MgSOs and date flour). After 8 days of fermentation, we used a colorimetric reaction that uses
Salkowski's reagent for the identification of production and the quantification of AIA produced.
The strain showed good production of AIA on the M15 medium.

Key words
Actinomycete, PGPR, Indole acetic acid, auxin, Salkowski reagent.
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Liste des abréviations

Liste des abréviations
GC% : Coefficient de Chargaff.

MS : Mycélium du substrat.

MA : Mycelium aérien.

PGPR : Plant Growth-Promoting Rhizobacteria.

AlA : Acide indole acétique.

ISR : induction de la résistance de la plante.

IPA : indole-3-pyruvate acid.

DO : Densité optique.

DSMZ65 : Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen Medium 65.

ACC deaminase : acide 1-aminocyclopopane-1-carboxyl.
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Introduction

L’application inappropriée d'engrais chimiques dans I'agriculture moderne a entraine de
nombreux effets négatifs notamment la pollution environnementale (Chen et al., 2021). C’est
un probléme mondial qui touche tous les écosystemes terrestres et atmospheériques de tous les
pays. Cependant, les mesures visant a trouver des solutions écologiquement durables sont
considérées comme trop codteuse (Canipari et al., 2020).

L’agriculture biologique serait une alternative trés prometteuse pour minimiser
l'utilisation d'engrais synthétiques considérée respectueuse pour I’environnement (Macik et al.,
2020). La rhizosphere favorise le développement et l'activité d'une communauté microbienne
immense et diversifiée, dont des microorganismes capables de favoriser la croissance des
plantes (Baliyan et al., 2021). Les bactéries associées aux racines des plantes et ayant la
capacité de promouvoir leurs croissances sont appelées Plant Growth Promoting Rhizobacteria
(PGPR) (Rehman et al., 2020). Leur utilisation comme biofertilisants s'est avérée tres
intéressante dans les pratiques agricoles durables (Goswami et al., 2016).

La promotion de la croissance des plantes est accomplie a la fois par des mécanismes
directs et indirects (Mustafa et al., 2019) tels que la solubilisation du phosphate, la synthése
d'hormones de croissance, la fixation biologique de lazote, la production de 1-
aminocyclopropane-1-carboxylate deaminase et de sidérophores (Niehaus et al., 2020).

La production de phytohormones microbiennes est un mecanisme efficace de régulation
de la physiologie des plantes (Backer et al., 2018). Le régulateur de croissance le plus important
est une auxine, appelée acide indole 3-acétique (AlA). Il est naturellement synthétisé par les
plantes. Remarquablement, pres de 80 % des bactéries rhizosphériques peuvent le produire et
le libérer sous forme de métabolite secondaire (Mustafa et al., 2019).

Dans notre etude, la recherche de la production de cette phytohormone chez les
actinobactéries a été effectuée.

Ce travail est reparti en trois parties, une premiere partie présentés sous forme d’une
synthese bibliographique, contenant principalement des généralités sur les actinobactéries, leur
cycle de vie et leur rdle dans la nature suivi d’une introduction sur les bactéries PGPR et la
production de I’acide indole acétique.

La deuxiéme partie décrit le matériel et la méthodologie de travail adoptée dans notre étude afin
de répondre a nos I’objectifs.

La derniere partie est consacrée a la représentation des différents résultats obtenus et aux
discussions. Ce travail s’achéve par une conclusion générale des principaux résultats obtenus

et des perspectives.
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1 Présentation des actinobactéries

Les actinobactéries anciennement appelées actinomycetes sont une classe de bactéries
filamenteuses, a coloration de Gram positive avec un GC % tres éleve, comprit entre 60 et 70%.
I1s’agit de bactéries saprophytes largement réparties dans divers milieux terrestres et aquatiques
(Jong et al., 2020).

Bien que les actinobactéries soient des microorganismes procaryotes, leur macro
morphologie ressemble fortement a celle des champignons filamenteux (Osada, 1998). La
plupart des actinobactéries sont terrestres et se trouvent essentiellement dans le sol. Elles
comptent parmi les principaux acteurs de la vie du sol et du cycle de carbone en contribuant a
la décomposition des matieres organiques aussi la disponibilité des nutriments, la teneur en
humidite relative, la température, le pH et la végétation du sol, et certaines d’autres especes
sont marines (Mincer et al., 2002). Elles sont également mésophiles mais il y’a aussi des
especes thermophiles. Elles croissent de fagcon optimale dans la gamme de pH 5,0 a 9,0 avec
une proximité optimale a la neutralite (Williams et Wellington, 1982a ; Goodfellow et
Williams, 1983).

Elles sont caractérisées par une croissance sous forme de colonies circulaires,
constituées d’hyphes. Le diametre des hyphes varie habituellement de 0,5 a 1 um (Perry et al.,
2004 ). Sur un milieu solide ces bactéries forment des colonies souvent pigmentées avec une

couleur grise, rouge ou verte (Asma et al., 2017).

2 Ecologie des actinobactéries

Les actinobactéries sont des organismes ubiquitaires et constituent une partie importante
de la population microbienne. Elles sont adaptées a divers milieux écologiques (Goodfellow

et Williams 1983). Ainsi, elles peuvent étre dans les sols, dans les eaux douces et dans 1’air.

2.1 Les actinobactéries dans le sol

Elles sont particulierement abondantes dans le sol, spécialement dans les sols alcalins et
les sols riches en matiéeres organiques. Elles représentent 13 a 30 % de la totalité de la population
microbienne du sol (Logman, 2009). Elles sont présente en surface, entre 0 et 2 m de profondeur
(Omura, 1992 ; Zaitlin et al., 2003 ; Zaitlin et Watson, 2006).
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De nombreuses actinobactéries sont saprophytes et participent a la dégradation de la
matiére organique et a la formation de I’humus. Elles ont la capacité de la dégradation de
certaines toxines produites par des champignons toxinogénes et donc de réduire leur teneur dans

les produits agro-alimentaires finaux (Holzapfel et al., 2002 ; Belyagoubi, 2014).

2.2 Les actinobactéries de I’eau

Les actinobactéries ont été également isolées dans de nombreux environnements
aquatiques a partir des eaux de mer et sediments marins (Jensen et al., 1991 ; Ghanem et al.,
2000), d’eau douce (Kitouni et al., 2005) et dans les marécages salés (Al-Zarban et al., 2002;
Boughachiche et al., 2005).

2.3 Les actinobactéries dans les composts et les végétaux

Elles se trouvent egalement sur les debris des végétaux qu’on trouve au bord des riviéres
et des lacs, les champs de riz (Wang et al., 2006) et les cavernes naturelles (Lee, 2006).
Beaucoup sont capables de sporuler, ce qui leur permet de survivre en conditions défavorables
tel que la salinité (Zaitlin et Watson, 2006). Cette propriété joue un rdle principal dans leur

distribution.

3 Classification et taxonomie des actinobactéries

Les actinobactéries sont rattachés au phylum des Actinobacteria, a la classe des
Actinobacteria, a la sous classe des Actinobacteridae et a I’ordre des Actinomycetales créé par
Buchanan en 1917 (Don j. brenner et al., 2007).

Le groupe des actinobactéries comprend 6 classes, 22 ordres, 54 familles, 250 genres et
3000 espéces. Cependant, cette liste est inévitablement incomplete car de nombreux nouveaux
taxons continuent d'étre découverts (Hazarika et al., 2020).

Sur la base des structures de ramification, I'embranchement des actinobactéries se
divise en six sous-classes telles que Thermoleophilales, Rubrobacteraces, Nitriliruptoridae,
Coriobacteridae, acidimicrobidae et actinobacteria. La classe des actinobactéries est encore
classée en: les Bifidobacteriales et les Actinomycetales. L'ordre des actinomycétales est ensuite
classé en ordres comme Streptosporangineae, Streptomycineae, Pseudocardineae,
Propionibacterineae, Micromonosporineae, Micrococcineae, Kineosporilineae, Jiangellineae,
Glycomycineae, Frankineae, Corynebacterineae, Catenulisporineae, Actinopolysporineae, et
Actinomycineae (Karthik, 2022).
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4 Cycle de vie des actinobactéries

Les recherches précédentes des actinobactéries filamenteuses ont montré qu’elles ont
un cycle de vie trés complexe (Danielenko et al., 2005) illustré par la Figure 1 suivante.
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Figure 1 : Représentation schématique du cycle de vie des bactéries filamenteuses sporulantes (Ait Barka et al.,
2016).

La premiére étape du cycle, commence par les spores qui vont germer pour donner des
hyphes non cloisonnées, plurinuclées, ramifiée et ancré dans le milieu solide. Ces derniers
peuvent utiliser la matiére organique insoluble a I’aide des enzymes extracellulaire (Miguelg et
al., 2000 ; Boudemagh 2007). Ces hyphes vont se ramifier de facon tres complexe et donner
naissance a un mycélium végétatif primaire appeler le mycélium du substrat (MS) aérobie
facultatif (Medjemadj, 2021). Sur les extrémités de ce MS vont différencier un autre mycélium
aérien (MA) aérobie strict plus épais au MS ; compact et poilu en chou-fleur. Les extrémités de
ce mycélium vont différencier des spores pour recommencer un nouveau cycle (Drago, 2015).

Dans le milieu liquide, les cellules se développent seulement sous forme de mycélium
primaire du substrat (Medigan et Martinko, 2007).
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5 ROble des actinobactéries

5.1 Dans le domaine de ’agriculture et I’écologie

Les actinobactéries sont les organismes les plus abondant dans le sol (Bhatti et al.,
2017). Le genre Streptomyces peut produire de 70 a 80 % des substances bioactives et jouent
un role important dans le sol (Conn, 2005).

Les actinobactéries jouent un réle trés important dans le recyclage de la matiére
organique dans la rhizosphére en décomposant le complexe des polymeére des plantes ; des
animaux et des champignons (Bhatti et al., 2017). Les actinobactéries produisent des enzymes
extracellulaires qui sont utilisées dans la maturation des cultures agricoles (Bhatti et al., 2017).

Dans I’agriculture moderne, I’application des produits agro-chimiques restent une
méthode efficace et importante mais il est successible d’utiliser un bio contrdle a la base des
actinobactéries comme le bio pesticide (Mayer et al., 2007 ; Williams, 2009).

Les actinobactéries jouent le rdle du bio contréle du sol par la fixation du nitrogene et
la dégradation des molécules hydrocarboné dans les sols polluées. Les actinobactéries
améliorent la qualité du sol par la stabilisation des composts et la formation d’un humus stable
ainsi, elles sont combinées avec autre micro-organismes dans la dégradation des résidus des

plantes comme la cellulose pour le maintien de 1’équilibre biotique (Bhatti et al., 2017).

5.2 Dans le domaine de la biotechnologie

Les différentes sociétés de la biotechnologie travaillent sur les nouvelles stratégies pour
les applications pharmaceutiques de nouveaux composeés secrétés par les micro-organismes qui
englobent les actinobactéries. Plusieurs antibiotique sont produits par les actinobactéries marin
(Maskey et al., 2003 ; Mahyudin et al., 2012).

5.3 Dans le domaine clinique

Selon la bibliographie, 16500 molécules antibiotiques connus sont produites par les
actinibactéries dont 6550 par le genre Streptomyces (Choulet, 2006). Le Tableau n°1 résume
certain antibiotiques produits par le genre Streptomyces. Aussi, elles sont connus par la
production d’enzymes, de toxines et des immunosuppresseurs (Dairi, 2005 ; Pizzul, 2006).
Elles sont capable de produire une quantité trés variable et importante des molécules bioactives
(Kitouni et al. ;, 2005).
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Le développement de la résistance bactérienne aux antibiotiques est le probléme le plus
fréquent ces derniéres années. Des échantillons de 1’eau et de sol de Sebkha ont été explorées
dans le cadre de la recherche des souches des actinobactéries productrices de nouveaux
antibiotiques (Boughachiche et al., 2005).

Tableau 1 : Importance médicale de certains antibiotiques produits par le genre Streptomyces (Chater , 2006).

Antibiotique organisme ou cible Organisme producteur

Chloramphénicol | Typhoide Streptomyces
venezuelae

Rifampicine Tuberculose et Lepre Streptomyces
mediteranei

Vancomycine Staphylococcus aureus Streptomyces orientalis

Meéthicilline résistant

(SARM)
Daunomycine Cancer Streptomyces
coeruleorubidus
Acide Pathogénes résistants a la | Streptomyces
clavularique pénicilline clavuligerus

6 Définition des PGPR

Les PGPR sont un groupe de bactéries capables de coloniser activement le systeme racinaire
des plantes et d'améliorer leur croissance et leur rendement (Wu et al., 2005).Les PGPR
représentent environ 2 a 5 % des bactéries rhizosphériques totales (Antoun et Kloepper, 2001).
Le terme PGPR a été proposé par Kloepper et al., en 1980 et a été utilisé pendant longtemps,
notamment pour les Pseudomonas fluorescents impliqués dans le contr6le biologique des
agents pathogénes et I'amélioration de la croissance des plantes. Plus tard, Kapulnik et al.,
(1981) ont étendu ce terme aux rhizobactéries capables de favoriser directement la croissance
des plantes.

Aujourd'hui, le terme de PGPR est utilisé pour désigner toutes les bactéries vivant dans la
rhizosphére et améliorant la croissance des plantes par un ou plusieurs mécanismes (Haghighi
etal., 2011).
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7 Habitat des PGPR

Les PGPR colonisent la rhizosphere ou les racines des plantes. lls peuvent étre classés en
deux principaux types : les rhizobactéries extracellulaires (ePGPR) et les rhizobactéries
intracellulaires (iPGPR). Les ePGPR colonisent la rhizosphére (sur le rhizoplane) ou les espaces
entre les cellules du cortex racinaire, tandis que les iPGPR habitent principalement a l'intérieur
des structures nodulaires spécialisées des cellules racinaires (Figure 2).

® <PGPR K _ \

1IPGPR
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Figure 2: La différence entre iPgpr et ePGPR (Sayyed et al., 2022).

Les genres bactériens inclus en tant que ePGPR sont Azotobacter, Serratia, Azospirillum,
Bacillus, Caulobacter, Chromobacterium, Agrobacterium, Erwinia, Flavobacterium,
Arthrobacter, Micrococcous, Pseudomonas et Burkholderia. Les bactéries endophytes
appartenant aux IPGPR comprennent Allorhizobium, Bradyrhizobium, Mesorhizobium et
Rhizobium, ainsi que des especes de Frankia, capables de fixer l'azote atmosphérique

spécifiqguement pour les plantes supérieures (Bhattacharyya et Jha, 2012).

8 Mode d’action des PGPR
8.1 Mode directe
Les PGPR participent a I’augmentation de la disponibilité des nutriments et des

phytohormones dans la rhizosphere, ce qui stimule directement le développement et la

croissance de la plante par de multiples mécanismes cités ci-dessous (Figure 3).
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Figure 3: Modes d’action des PGPR (Garcia Fraile et al., 2015).

8.1.1 La fixation de I’azote

L'azote est un nutriment essentiel pour la croissance les plantes car il constitue environ
2 % de la matiére séche totale d’une plante. L’azote moléculaire présent dans I'atmosphere ne
peut pas étre utilisé directement par les plantes, en raison de l'apport élevé d'énergie nécessaire
a sa conversion en une forme disponible pour les plantes (Santi et al., 2013). Le diazote (N2)
qui représente environ 80 % de I'atmosphere n'est pas accessible aux plantes. Les plantes ne
peuvent absorber que 1’azote disponible dans le sol sous forme d'ammonium et de nitrate qui
est assimilé en acides aminés. Il stimule la ramification des racines pour augmenter la surface
d'absorption des nutriments ainsi pour avoir des résultats en acide aminé plus élevé.

Le nitrate peut étre conservé chez la plante afin d’étre utilisé lorsque celle-ci en a besoin,
il doit étre converti en ammonium avant de pouvoir étre utilisé (Beeckman et al., 2018). Le N2
est converti en nitrates et nitrites par le processus de fixation des microorganismes symbiotiques
ou de diazotrophes libres (Jackson et al., 2008).

Les microorganismes a associations symbiotiques produisent 80 % de I’azote et le reste
provient des systémes libres ou associés (Graham, 1988). La fixation de I'azote non symbiotique
a une grande importance agronomique (Saxena et Tilak, 1998). Les bactéries fixatrices d’azote
associées a la rhizosphere sont de plus en plus utilisées dans les cultures comme la canne a
sucre, le riz, le mais, et le blé (Dobereiner, 1997 ; Hecht-Buchholz, 1998 ; Sahin et al., 2004).

Parmi les bactéries fixatrices d'azote non-symbiotiques on peut citer Azoarcus sp.,

8
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Gluconacetobacter diazotrophicus, Herbaspirillium sp., Azotobacter sp., Achromobacter,
Acetobacter, Alcaligenes, Arthrobacter, Azospirillum, Azomonas, Bacillus, Beijerinckia,
Clostridium, Pseudomonas, Rhodospirillum, Rhodopseudomonas et Xanthobacter.

Azospirillum est le représentant des PGPR, ses capacités ont été évaluées dans des
expériences a travers le monde (Burdman et al., 2000 ; Dobbelaere et al., 2003 ; Vessey, 2003
; Lucy et al., 2004 ; Ramirez et Mellado, 2005). De plus, des especes de Pseudomonas, de
Bacillus (Glick et al., 1994a ; Alam et al., 2001 ; Cakmakci et al., 2001; Kokalis-Burelle et al.,
2002), et d’autres bactéries endophytiques telles que Enterobacter, Klebsiella et
Stenotrophomonas, ont attiré I'attention de nombreux chercheurs ces derniéres années en raison
de leur association avec des cultures importantes et leur potentiel & améliorer la croissance des
plantes (Chélius et Triplett, 2000 ; Verma et al., 2001 ; Dong et al., 2003 ; Ramirez et Mellado,
2005).

L'utilisation de bio-engrais tels que les bactéries fixatrices d’azote peut accroitre la
productivité et constitue une alternative viable qui contribue a réduire la pollution due aux
applications d'engrais chimiques, a préserver I'environnement et a baisser le colt de la
production. Ainsi, Figueiredo et al., (2008) ont rapporté que, au cours des deux derniéres
décennies, l'utilisation de PGPR pour le développement durable de I'environnement et de
I’agriculture a considérablement augmenté dans plusieurs régions du monde. Les
microorganismes prennent de l'importance dans l'agriculture en favorisant la circulation des
éléments nutritifs (Sahin et al., 2004 ; Orhan et al., 2006).

8.1.2 Production des hormones de croissance

Plusieurs étapes de la croissance et du développement des plantes telles que 1’¢longation
et la division cellulaires, la dominance apicale et la différenciation tissulaire, sont régulées par
des hormones. De nombreuses phytohormones sont produites par les PGPR. Bien que le role
de la biosynthése de ces phytohormones par ces micro-organismes ne soit pas entiérement
expliqué, les phytohormones sont des déterminants clés du comportement des plantes et jouent
un role de premier plan dans divers aspects physiologiques.

Traditionnellement, les hormones végétales ont été divisées en cing classes différentes
: 'auxine, les cytokinines, les gibbérellines, les acides abscissiques et 1’éthylene (Olenska et
al., 2020).

L'auxine, en particulier la production d'acide indole-3-acétique (AlA) par les microbes,

revét une grande importance et a été signalée il y a longtemps. 1l a été déclaré que ~80 % des
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microbes isolés de la rhizosphere de nombreuses cultures synthétisent des auxines comme
métabolites secondaires. Par conséquent, I'AI A est trés importante dans les interactions plantes-
rhizobactéries (Spaepen et Vanderleyden, 2011).

En outre, plusieurs phytohormones comme les jasmonates, les brassinostéroides et les
acides salicyliques jouent également un réle important dans la croissance et le développement
des plantes surtout dans des conditions de stress biotique et abiotique (Wong et al., 2015 ; Kang
et al., 2016). Une large gamme de bactéries rhizosphériques peut produire des phytohormones
pour faciliter la croissance et le développement des plantes. Ces phytohormones sont
impliquées dans ’amélioration de la croissance des plantes (Maheshwari et al., 2015). Les
régulateurs de croissance des végétaux sont les substances qui influencent les processus
physiologiques de la plante a de trés faibles concentrations et modifient ou contrdlent un ou
plusieurs événements spécifiques du métabolisme d’une plante. Les hormones végétales sont
des signaux chimiques affectant la capacité de la plante a réagir a son environnement. Sans
compter qu'elles jouent un réle important dans la réponse de la plante aux stress biotiques et

abiotiques illustrée dans la Figure 4.
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Figure 4 : Role de I’acide indole acétique dans I’amélioration de la croissance végétale (Khan et al., 2009).

8.2 Mode indirecte
Les bactéries peuvent coloniser les systémes racinaires des plantes et influence de maniére

indirect dans le processus du bio contréle.

8.2.1 L’antibiose (la compétition pour ’espace et les nutriments)
De nombreux chercheurs ont trouvé que le genre Bacillus et le genre Pseudomonas sont des

agents de bio contrbles (Arora et al., 2001). Pseudomonas aueroginosa, Pseudomonas

10
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plecoglossicida et Pseudomonas mosselii produisent des substances qui laissent la feuille de la
plante humide, cette derniere facilite aux microorganismes d’utiliser I’eau, la solubilisation et
la diffusion des nutriments. Donc les bactéries épiphytes peuvent donner une activité
antagoniste contre 1’agent pathogénes empéchant son développement ou sa sporulation
(Bunster et al., 1989). Les PGPR peuvent instaurer une compétition avec les pathogénes pour

les nutriments nécessaire pour leur survie dans la rhizosphere.

Les bactéries du genre Pseudomonas et Bacillus peuvent aussi synthétiser des molécules
chélatrices du fer nécessaire pour la croissance des plantes nommée les sidérophores.

8.2.2 Lessidérophores

Parmi les nutriments les plus importants pour les organismes vivants, le fer. Il joue un
role essentiel dans I’amélioration et le développement de toute catégorie d’organismes vivants.
Les petites quantités de fer sont nécessaires a une compétition aux racines des plantes (Loper
et Henkels, 1997).

Les sédirophores vient du Grec ‘iron carrier’ signifie les porteurs du fer. Ce sont des
biomolécules a poids moléculaire élevé secreté par les micro-organismes bénéfiques et jouent
un role trés important dans la rhizosphere. Les PGPR produisent des sédirophores pour capter
le fer ferrique Fe** dans le milieu qui contient des petites quantité en fer (Mehmod et al ., 2018)

Les bactéries du genre Azotobacter, Bacillus, Pseudomonas, Rhizobia et Serratia
peuvent produire les sidérophores. Généralement, il existe quatre types de ces molécules : les
hydroxamate, catecholate, salicylate et carboxylate qui jouent un réle trés important dans la
solubilisation extracellulaire du fer dans les conditions de stress. Les sidérophores produit par
Rhizobium meliloti sont utilisées pour la protection contre les maladies des plantes ainsi pour
la biomasse et le poids des nodules. Ces molécules jouent un rdle dans la fixation du nitrogéne
par Azotobacter vinelandii (Arora et al., 2013).

Il est possible de I’utiliser comme un bio pesticide et comme un produit chimique

détoxyfiant contre les activités enzymatiques et métaboliques (Arora et al., 2013).

8.2.3 Induction de la résistance de la plante
L’induction de la résistance de la plante (ISR) a été découverte comme un mode d’action
contre les maladies par les PGPR (Arora et al., 2013). Quelque PGPR peuvent utiliser I'ISR
contre les infections des pathogénes. L’activation de systéme de défense protége les plantes
contre les attaques (Arora et al., 2013). Lorsque elle stimule la croissance, les plantes vont
développer une capacité de défense nommé ISR (Arora et al., 2013). Apres il ya une production

11
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des protéines : chitinases, peroxidases, superriode, dismutase, phenylalamine, amidon lyase,
phytoalexins, polyphenol oxydase (Arora et al., 2013). Ainsi une production d’éliciteurs de la
classe des antibiotiques comme 2,4 diacetylphor-glucinol et principalement les phytohormones

liée au stress comme I’acide jasmonique, I’acide salicylique (Takishta, 2018).
9 Intérét des PGPR

Les PGPR peuvent étre utilisés dans le domaine de la bioremédiation des sols polluées par
les métaux lourds toxique (Arora et al., 2013). lls sont utilisés aussi comme régulateur de
I’activité métabolique par la production des auxines et dans la biofertilisation pour améliorer
la disponibilité des nutriments et la protection de la plante contre les maladies par leur
renforcement des mécanismes de défenses (Raj et al., 2020). Aussi par la production de
métabolites a activité antimicrobienne tels que I’ammoniac, les antibiotique, le phénazinique et
les enzymes hydrolytiques tels que les chitinases, les glucanases, les protéases et les lipases
(Beneduzi et al., 2012).

Ils peuvent également favoriser la croissance de la plante hote par la fixation de 1’azote
et la solubilisation d’oligo-éléments tels que le phosphate (Arora et al., 2013) mais, il faut
limiter I’application excessive des PGPR pour éviter d’influencer négativement un certain
nombre de facteur physique et chimique du sol (Raj et al., 2020). Le Tableau 2 représente une

liste de certain PGPR utilisées dans les grandes cultures.

Tableau 2 : Liste de certains PGPR utilisées dans les grandes cultures (Manish et al., 2020).

Cultures PGPR Les mécanismes
Riz Azoarcus Fixation du N>

Rhizobium Fixation du N>
Blé Azorhizobium Fixation du N>
Ble,haricot Pseudomonas ACC deaminase
Blé,tabac,café... Azotobacter Nitrogéne fixation
Blé Pseudomonas Antibiotiques
Canne a sucre Azospirillum Fixation du N>
Canne a sucre Beijerinckia Fixation du N>
Pomme de terre Bacillus Auxines
Mais Bacillus ISR

Bacillus Résistance au stress
Luzerne Bacillus Sidérophores
Coton,mais Pseudomonas Antibiotiques
Pomme de terre,mais | Pseudomonas Chitinase et beta-glucanase
Légumineuse Rhizobia Fixation de N>

Rhizobia Hydrogéne cyanide
Arachide Rhizobia Résistance au stress
Tomate Rhizobium AlA

12
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10 L’acide indole acétique

L’acide indole acétique (AIA) est considéré comme I’auxine principale pour la
régulation de la croissance des plantes. 1l est indispensable au développement de ces dernieres.
Il agit sur la division cellulaire et 1’élongation et joue de nombreux réles, sur la dominance
apical, la floraison, la formation des fruits, le développement des organes, et particulierement
des racines et des racines latérales (Herrbach, 2013), aussi sur la différenciation des tissus
vasculaires (Keyeo et al., 2011).

L’ATA est I’'un des plus importantes molécules secrétées et produites par les bactéries et
certain champignons filamenteux (Miyagi et al., 2020). 80 % des micro-organismes comme
Pseudomonas, Arthobacter, Acinetobacter, Enterobacter, Rhizobium et Bacillus, peuvent le
synthétiser et le produire comme métabolite secondaire (Munees et Mulugeta, 2014).

Plusieurs etapes de la croissance et du développement des plantes telles que 1’élongation
et la division cellulaires, la dominance apicale et la différenciation tissulaire, sont régulées par
des hormones. De nombreuses phytohormones sont produites par les PGPR. Bien que le role
de la biosynthése de ces phytohormones par ces micro-organismes ne soit pas entierement
expliqué. Les phytohormones sont des determinants clés du comportement des plantes et jouent
un role de premier plan dans divers aspects physiologiques.

L’action de 1’auxine dépend a la fois de sa concentration et du tissu sur lequel elle agit.
Selon les plantes, une méme concentration sur un méme organe peut entrainer des conséquences
différentes,

Les changements de concentrations sont certes importants, mais le message hormonal
aussi doit étre lu, reconnu, interprété et traduit par les cellules pour aboutir a une réponse
cellulaire, puis tissulaire, observable a I'échelle d'un tissu, d'un organe ou de la plante entiere.
Donc I’action de I’auxine est dépendante de sa présence et sa concentration dans la cellule, sa
perception, son transport, et la régulation de genes cible (Herrbach, 2013).

La Figure 5 suivante, montre que la molécule d’AIA (formule chimique : C10H9O2N)
est constituée d’un noyau indole et une courte chaine latéral du groupement carboxyl (Paque,
2013 ; Girousse, 2015).

OH
o
A\
N
H

Figure 5 : la structure chimique de I’AIA (Hopkins,2003).
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10.1 Biosynthese de I’AIA
L’ AlA est produit par des micro-organismes et des plantes via des voies dépendantes

ou indépendantes du tryptophane.
Les voies de biosynthese menant a I'acide indole-3-acétique (AlA) sont :
» La voie de biosynthése de l'acétamide indole-3-acétique (IAM)
> La voie de biosynthese de l'acide indole-3-pyruvique (IPA) ; est considérée
comme la principale voie de synthése de IAIA chez les plantes.
» La voie de biosynthése de I’indole-3-acetaldoxime (1AOX).

10.2 Biosynthese d’AIA chez les microorganismes

De nombreuses bactéries ont été isolées comme productrices d’AIA tels que :
Pseudomonas syringae, Pseudomonas fluorescens, Enterobacter cloacae, Agrobacterium
tumefaciens, Alcaligenes faecalis, Azotobacter tumefaciens, Bacillus subtilis, Bacillus pumilus
et Bacillus mesonae (Shah et al., 2020 ; Akhilesh et al., 2021 ; Bishun et al., 2021).

L'AlA est également synthétisée par des bactéries du sol phytopathogenes : comme
Agrobacterium et Pseudomonas. Dans ce cas, la production de cette molécule peut perturber le
métabolisme hormonal des plantes infectées. Par exemple, certaines bactéries peuvent induire
la formation de tumeurs sur les plantes infectées en augmentant la concentration d'auxine. Ces
tumeurs correspondent a une prolifération cellulaire anormale causée par I'infection

bactérienne.

10.3 Biosyntheése d’AIA chez les actinobactéries

La biosynthése de I'AlA chez les actinobactéries implique plusieurs étapes
enzymatiques, notamment la conversion du tryptophane en indole-3-pyruvate (IPA) par
I'enzyme tryptophane aminotransférase, puis la conversion de I'IPA en AIA par I'enzyme
indole-3-pyruvate décarboxylase (Figure 6).

L’ AIA peut résulter de plusieurs voies de biosynthese. La présence de la voie I’indole-
3-acétamide (IAM) chez Streptomyces violaceuset, Streptomyces exfoliatus est corroborée par
identification chimique de I'intermédiaire indole, IAM, pendant le catabolisme du tryptophane
en AIA, la production d’AIA suite a D'infiltration des cellules bactériennes par I'TAM et
I’incorporation de carbone radioactif de tryptophane dans 'TAM et I’AIA (Manulis et al.,1994)

résumé dans la Figure 7.
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Matériels et Méthodes

Nous avons réalisé notre travail dans le laboratoire de recherche scientifique de Génie
Microbiologique et Applications qui se situe au campus Chaab Erssas, Université Constantine

1 Fréres Mentouri, sous la charge Dr. Oulmi L.
1 Materiel biologique

Dans notre travail, nous avons utilisé quatre souches actinomycétales notées S1, S2, S3 et
S4 de la banque de collection du laboratoire conservées a - 18 °C sur le milieu liquide ISP5.

2 Revivification des souches

Nous avons préparé le milieu de culture DSMZ 65 (voir annexes) spécifique a ces souches.
Ce milieu a été ajusté a un pH 7,6 puis stérilisé a 121°C pendant 20 min dans I’autoclave.
L’ensemencement a été réalisé en surface par la méthode des stries serrées (4 boites pour

chaque souche). Les cultures ont été incubées dans une étuve réglée a 30 °C.

3 Etude morphologique

3.1 Examen macroscopique

L’observation macroscopique a I’ceil nu basé sur 1’observation des caractéres culturaux des
souches bactériennes développées sur le milieu DSMZ 65, a été effectuées apres 7, 14 et 21
jours d’incubation a 30 °C.

Cette étude consiste a étudier la forme, le relief, le contour, la taille et I’aspect des colonies

ainsi que la surface, la couleur, la texture et la production de la masse sporale et de pigments.

3.2 Examen microscopique

L’observation microscopique a été opérée selon la technique de culture sur lamelle nommée
également la technique de la lamelle oblique (Williams et Cross, 1971).

C’est une technique combinée avec la coloration de Gram qui permet 1’observation de la
forme, la disposition et le caractére tinctoriale du mycélium aérien (MA) et du mycélium du
substrat (MS). Elle permet également d’apprécier I’épaisseur, la ramification et le degré
d’enchevétrement des filaments. Elle permet aussi de décrire le type et le mode d’arrangement

des spores.

La premiére étape été la sterilisation des lamelles avec de 1’éthanol pendant 10 min. La
deuxiéme étape été I’insertion des lamelles, de fagon tres délicate, dans le milieu gélosé DSMZ
(3 lamelles pour chaque souche) en formant un angle de 45°. A I’aide d’une pipette Pasteur
nous avons ensemencé a I’intersection lamelle/ milieu. L’incubation a été & 30 °C pendant 21

jours.
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Chaque semaine, un examen microscopique a éeté réalisé aprés une coloration de Gram.
Les lamelles sont retirées, avec précaution pour éviter la dénaturation de la structure des
mycelia, puis colorées et observées a I’aide d’un microscope optique (MO) a 1’objectif

d’immersion (grossissement X100).
4 Production de I’acide indole acétique (AIA)

4.1 Préparation du milieu de fermentation

Nous avons préparé le milieu de base GBA (Annexe) dans 16 flacons bouchonnés et
stériles contenant 50 ml du bouillon, additionnés de différents concentrations de farine de datte,
de Tryptophane et du MgSO4. Les pH des différents milieux ont été ajustés a la valeur 7,2.

4.2 Préparation de I’inoculum
Nous avons préparé une suspension bactérienne de la souche S4 en raclant toutes les
surfaces des colonies cultivees sur le milieu DSMZ65. Les fragments de mycélium et la masse
sporale ont été suspendu dans 20 ml d’eau physiologique stérile puis homogénéisé par vortex.
Nous avons ensemencé 1 ml de I’inoculum de la souche S4 dans chaqu’un des seize
milieux de culture puis les incubés dans une étuve réglée a 30 °C pendant 8 jours avec une

agitation manuel quotidiennement.

4.3 Dosage de ’AIA

4.3.1 La preéparation du réactif de Salkowski

Nous avons adopté la méthode colorimétrique établis par Brick et al., (1991) qui utilise
le réactif de Salkowski. I1 s’agit d’une méthode spécifique capable de mettre en évidence la
production de I’acide indole acétique.

Le réactif de Salkowski est a base de I’acide perchlorique et une solution de FeCls a 0.5

M (voir annexes).

4.3.2 La mesure de la densité optique par le spectrophotomeétre

Apreés fermentation, nous avons filtré les seize milieux de culture et nous avons récuperé
2 ml de chagque milieux que nous avons mis dans 16 tubes a essaie auxquels nous avons ajoutée
4 ml du réactif de salkowski. Aprés 30 min d’incubation a ’obscurité le virage de la couleur
vers le rose signifie la production de I’ ATA par la souche S4, et ’absence du virage de couleur
signifie que la souche ne produit pas I’AIA. La densité optique des 16 tubes réactionnels est

mesurée au spectrophotometre reglé a A=530. Les quantités d’ AIA produites sont determinées
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a I’aide de I’équation de régression de la courbe d’étalonnage d’AIA décrite par Monita et al.,

en 2014 (Figure 8).
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Figure 8 : Courbe d’étalonnage de I’AIA (Monita et al., 2014).
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Résultats et discussion

1. Etude morphologique

1.1  Etude macroscopique

Sur le milieu de croissance DSMZ 65, nous avons remarqué une lente croissance des
souches actinomycétales. La premiere apparition des colonies a été observée apres 7 jours
d’incubation a 30 °C. L’aspect des colonies, la couleur du mycélium aérien et du mycélium de

substrat ainsi que la masse sporale sont résumé dans le Tableau 4 suivant.

Tableau 3 : Caracteres culturaux de la souche 1, souche 2, souche 3 et la souche 4 sur le milieu DSMZ 65 aprés
7, 14 et 21 jours

Caractéristiques morphologiques
_ . La souche
La durée d’incubation | _ La couleur de la
étudiée La croissance
masse sporale
S1 faible croissance Blanche
. ' . S2 faible croissance Crémeuse et grises
7 jours d’incubation i
S3 croissance moyenne Blanche
S4 faible croissance Crémeuse
S1 faible croissance Blanche
' . ' S2 faible croissance Crémeuse et grises
14 jours d’incubation i _ i
S3 croissance moyenne Crémeuse et grise
S4 faible croissance Crémeuse
S1 faible croissance Blanche
' ' ' S2 faible croissance Crémeuse et grises
21 jours d’incubation i _ i
S3 croissance moyenne Crémeuse et grise
S4 faible croissance Crémeuse

Apres 7 jours d’incubation nous avons observe une faible croissance des colonies de la
souche S1. Elles sont blanches, rondes, de petites taille avec des surfaces plates et une texture
trés séche. Le MS est de couleur marron clair et le MA est de couleur grise.

Aprés 14 jours et 21 jours d’incubation, nous avons noté les mémes aspects illustrés

dans la Figure 9 suivante.
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Figure 9: Aspect de la culture de la souche actinomycétale S1sur le milieu DSMZ 65 aprés sept jour
d’incubation a 30 °C (A et B)

Pour la souche S2, nous avons observé, aprés 7 jours d’incubation des colonies rondes,
bombés avec un contour irrégulier et une surface rugueuse. La couleur des colonies est
crémeuse a grises, avec une surface poudreuse (Figure 10).

Apres 14 et 21 jours d’incubation nous avons observé la méme croissance.

Figure 10 : Culture de la souche S2 sur le milieu DSMZ65 apreés 7 jours d’incubation.
L’examen macroscopique des cultures de la souche S3, a donné des colonies de tailles
moyennes, de formes rondes, bombées avec des contours irréguliers. La surface des colonies
est rugueuse de couleur créeme a grise avec une surface poudreuse (Figure 11).

Nous avons noté les mémes observations apres 14 et 21 jours d’incubation.

Figure 11 : Aspect des colonies de la souche actinobactérienne S3 sur le milieu DSMZ65 aprés 7 jours
d’incubation.
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Apres 7 jours d’incubation, nous avons observé des colonies de la souche S4, d’une
taille moyenne, de forme ronde, relief bombé avec un contour irrégulier et une surface rugueuse.
La couleur des colonies est crémeuse, avec une texture poudreuse (Figure 12).

Les mémes observations ont été notées aprés 14 et 21 jours d’incubation.

1.2

S ”
S

Figure 12 : L’aspect de la culture de la souche S4 sur le milieu DSMZ 65 aprés 7 jours d’incubation a 30°C

Etude microscopique

La croissance des souches S1, S2, S3 et S4 sur le milieu DSMZ a donnée naissance a

des filaments mycéliens aériens et du substrat ainsi que des spores résumé dans le Tableau 4.

Tableau 4 : Caractéristiques microscopiques des quatre souches étudiées

Souches actinobactériennes
S1 S2 S3 S4
MA L L .
De fin filaments L Fin filaments ramifiés
e, Fin filaments non er .
ramifiés avec des camifié - des ramifications
ramifications primaire primaires et
et secondaire. secondaires.
MS . L
Fin filaments non L Fin filaments avec des
s Fin filaments e .
L s ramifiés e, ramifications
Fin filament ramifiés ramifiés. L
primaires et
secondaires.
Production
Les spores | Production importante | Production moyenne | importante de Production faible de
de spores ovoides de spores ovoides spores ovoides spores ovoides
regroupees en chaines | regroupées en chaines | regroupées en regroupeées en chaines
masse
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1.2.1 Souche 1

Aprés 7 jours d’incubation, I’examen microscopique a donné une présence des filaments fins
ramifiés et d’une longue chaine de spores ovoides composées de 27 spores sur toute la surface

de la lame (Figurel3-a).

Aprés 14 jours d’incubation, ’examen microscopique a révélé pour la souche S1 la
présence d’un mycélium aérien trés enchevétré et trés ramifié en plus de la présence de quelques
spores de forme ovale (Figure 13-b) et sur le MS, nous avons observé des chaines de spores
(Figure 13-c).

Apres 21 jours d’incubation, dans le MA nous avons observé une présence des amas

de spores constituées de 8 spores au niveau du centre de la lamelle présentée dans la figure 13

A0 7 N
- (,N A
Al ¢ W
._;\‘ S lb\l /)

Figure 13: Observations microscopiques de la souche : S1 aprés coloration de Gram (culture de 7 (a), 14
(mycélium aérien (b), mycélium de substrat (c) et 21 (mycélium aérien (d) jours, technique des lamelles).

1.2.2 Souche 2

Apres 7 jours d’incubation, I’examen microscopique a montré :

des filaments trés fins non ramifiés et des chaines de spores et un mycélium de substrat non
cloisonné (Figure 14-a).

Apres 14 jours d’incubation, nous avons remarqué la présence de tres fins filaments,
non ramifiés et des chaines de spores. Le mycélium de substrat est non cloisonné, structure

illustrée dans la Figurel4-b.
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Apres 21 jours d’incubation, nous avons observé des filaments enchevétrés et beaucoup
de spores condensées. Dans le MS on n’a pas observé des spores, par contre il y a une présence
des filaments fins en plus d’autres filaments épais. Du c6té MA, nous avons observé des spores
et des filaments fins et enchevétrés présenté dans la Figure 14 -c et d.

Figure 14 : Observations microscopiques de la souche : S2 aprés coloration de Gram (culture de 7 (a), 14 (c) et
21 ( mycélium de substrat (c), ( mycélium aérien (d) jours, technique des lamelles).

1.2.3 Souche 3

Apres 7 jours d’incubation, I’examen microscopique a montré :
Des filaments ramifiés (Figurel5-a), le mycélium de substrat est non cloisonné et des sporanges

contenant des spores (Figurel5-b).

Figure 15: Observations microscopiques de la souche : S3 aprés coloration de Gram (culture de 7, jours,
technique des lamelles).
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1.2.4 Souche 4

Aprées 7 jours d’incubation, nous avons observé la présence de spores de forme ovoides
organisees en longues chaines et des filaments fins (Figure 16-a).

Aprés 21 jours d’incubation, nous avons observé des chaines de filaments enchevétrées

avec des ramifications primaires et secondaires (Figure 16-b).

Figure 16 : Observations microscopiques de la souche : S4 aprés coloration de Gram (culture de 7(a) et 21(b)
jours, technique des lamelles).

2  Production de ’acide indole acétique

2.1 Aspect de la croissance bactérienne dans les milieux de
fermentation

Apres huit jours d’incubation, et d’agitation quotidienne des flacons, la croissance de la
souche S4 (voir I’annexe) dans les seize milieux se traduit par la formation d’un trouble et
d’agrégat de filaments, avec la présence d’un dépot au fond du milieu quatre, les caracteres des

cultures sont rapportés dans le Tableau 5.
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Tableau 5 : La croissance de la souche 4 sur les16 milieux aprés 8 jours d’incubation.

Milieux de Caractéristiques Milieux de Caractéristiques
culture Trouble | Agrégat de culture trouble Agrégat de
filament filament
M1 + + M9 + +
M2 + + M10 + +
M3 ++ ++ M1l + +
M4 + +/- M12 + +
M5 + + M13 + +
M6 +++ +++ M14 + +
M7 + + M15 +++ +++
M8 + + M16 + +
+ /- faible +moyenne ++forte  +++intense

En termes de biomasse 1’observation de la croissance bactérienne dans les milieux de
fermentation a pu objectiver une production intense de biomasse sous forme d’agrégat de

filament dans le M15 et M6 contrairement a M4.

2.2 Détermination des concentrations d’AIA

2.2.1 Résultats de ’expérience
Pour mettre en évidence la production de I’AIA dans un milieu de fermentation nous
avons fait un dosage dans les milieux de fermentation par la technique de Salkowski.
On a confirmé la production de I’AIA par la visualisation de la couleur rouge.
Apres la mesure des densités optiques a 1’aide d’un spectrophotométre a une longueur d’onde
£=530 nm on utilisant la courbe d’étalonnage de Monita et al 2014, on a pu calculer les
concentrations d’AIA dans les deux expériences. Les résultats des expériences, sont illustrés

dans les figures 17 et 18.
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Figure 17 : Production de I’ATA dans la premiére expérience.
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Figure 18 : Production de I’AIA dans la deuxiéme expérience.

Milieux

En termes de biomasse ’observation de la croissance bactérienne dans les milieux de

fermentation a pu objectiver une production intense de biomasse sous forme d’agrégat de

filaments dans M15 et M6 contrairement a M4.
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On ce qui concerne la production de I’AIA on remarque que les valeurs de la

concentration d’AIA calculée dans les deux expériences sont presque identiques.

On note une production optimale d’AIA dans le M15 chiffrée a 119 pg/ml dans la
premiére expérience et 112 pg/ml dans la deuxieme, suivi du M6 ou on a enregistré des valeurs
de 117 pg/ml et 93 pg/ml. Cette production est favorisée par la présence en quantités
importantes de farine de datte et de tryptophane.

Par contre I’absence d’une quantité suffisante de farine de datte avec 1’utilisation d’une
grande quantité¢ de tryptophane au M4 a inhibée la production de I’AIA ou on a observé la
concentration la plus basse dans les deux expériences chiffrée & 61 pg/ml et 64 pg/mi
respectivement.

La production de ’AIA dans le reste des milieux est moyenne.

Il en résulte que la production de I’ AIA est directement liée a la production de biomasse.

2.2.2 Effet du tryptophane dans la production de ’AIA

Le tryptophane est un précurseur de I’AIA, sa présence en quantité élevée (2mg/l) a
favorisé la production de I’AIA en quantité optimale ; tandis qu’une petite quantité (1mg/l) a
fait diminuer la production de I’AIA.

L’utilisation d’une quantité encore plus élevée de tryptophane (2,5mg/l) a exercer un
effet inverse sur la production de I’AIA. La figure suivante représente 1’effet du tryptophane
sur les milieux M4 et M15.
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Figure 19 : Histogramme représentant 1’effet du Tryptophane sur la concentration de I’ ATA en fonction des
milieux.
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Plusieurs études ont montré I’importance du tryptophane dans la synthése de 1’ AIA,
Hariharan et al. (2014) ont identifié une concentration du tryptophane a 0,5% comme optimale
pour une production maximale d’AIA par plusieurs souches de Streptomyces. Dans Khamna et
al. (2010), une concentration de 2 mg/l donne la meilleure production par plusieurs souches de
Streptomyces, tandis que des concentrations plus élevées de tryptophane exerce I’effet inverse.
De Fretes et al, ont trouvé une concentration optimale de tryptophane de 1 mg/l et Abd-alla et
al. (2013) de 5 mg/I.

2.2.3 Effet du MgSO4 dans la production de I’AIA
Pour le MgSO4, les valeurs maximales d’ ATA ont été obtenues avec des taux faibles de
MgSO4 (0,20g/1), T'utilisation d’une quantit¢ de (0,25 g/l) dans le M4 a fait diminué
considérablement la synthése de I’ AIA. La figure suivante représente I’effet du MgSO4 sur les
milieux M4 et M15.
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Figure 20 : Histogramme représentant 1’effet du MgSO4 sur la concentration de I’AIA
en fonction des milieux.

2.2.4 Effet de la farine de dattes dans la production de ’AIA
Lorsque la quantité de la farine de dattes augmente dans les milieux, la production de
I’ AIA par la souche 4 augmente jusqu’a arriver a la valeur maximale. Et lorsque la quantité de
la farine de dattes diminue, la production de I’AIA est en petite quantité.
Ainsi, on peut dire que :
La présence de la farine de datte en grande quantité influence directement et positivement sur

la production de I’AIA. Dans les fortes concentrations de la farine de dattes on observe une
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production maximale de I’AIA, par contre dans les concentrations basses de la farine de dattes
on note une diminution de la production.
Cela resumé dans le milieu M4 lors de la premiere expérience dont la concentration de la farine
de dattes est égale a 0.5 g/l la production de I’ AIA est faible (61 pg/ml).

Et dans le milieu M15 dont la production de I’AIA est maximale (119.25 pg/ml)
nécessite des fortes concentrations de la farine de dattes (1g/l). La figure suivante représente
I’effet de la farine de datte sur les milieux M4 et M15.

concentration de I'AlIA (pg/ml)
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Figure 21 : Histogramme représentant I’effet de la farine de datte sur la concentration de

I’ AIA en fonction des milieux.

Nos résultats montrent qu’il existe une relation positive entre les concentrations de I’AIA

produite par la souche 4 et la farine de dattes.
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Conclusion

Au terme de ce travail nous avons pu atteindre 1’objectif principal de notre recherche et
les résultats obtenus ont permis de conclure que la souche S4 a la capacité de produire une
auxine importante dans le domaine de I’agriculture qui est 1’acide indole-3-acetique (AlA) a
des quantités significatives.

La caractérisation macromorphologique des souches sur le milieu DSMZ 65 couplée a
I’étude microscopique (technique des lamelles) ont confirmées ’apparence du mycélium aérien
et le mycélium de substrat.

Notre étude a montré que Iactivité des souches bactériennes est limité par la
composition du milieu de culture qui affecte non seulement la concentration d’AIA produite
mais également la croissance de la souche étudiée.

Les résultats indiquent que les conditions de culture les plus favorables pour une
production maximale d’ AIA représentés par un pH neutre7.2 et par une température de 28 °C.

Cette souche bactérienne peut étre utilisée avec succe a grande échelle comme un
biofertilisant potentiecl combinant la fixation d’azote atmosphérique et la promotion de
croissance. Cette technologie prometteuse offre une alternative pour minimiser la pollution
environnementale dans les champs de culture, due a l'utilisation excessive d'engrais industriels.
On tient également a encourager les agriculteurs a remplacer les pratiques actuelles (utilisation
d’engrais chimique) par I’agriculture biologique, c’est une action moins couteuse et plus

respectueuse pour I’environnement, elle permet d'améliorer la productivité des cultures.
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Composition du milieu de culture 1SP5
Glycerol

L-aspargine

K2HPO4

Solution saline

Agar

Eau distillée

pH

Composition du milieu de culture DSMZ
Glucose

Extrait de levure

Extrait de Malt

CaCOs

Nacl de sebkha

Agar

Eau distillée

pH 7,6

Composition du milieu de fermentation GBA

Glycérol
Amidon

Peptone

Extrait de viande
CaCOs3

NaCl

H20

pH

Composition de solution FeCI3 (6H20) a 0.5 M

FeCl3 6H20

Eau distillée

109
1g

19

1ml
209
1000 ml
7a74

49
49
109
39
504g
12 ¢
1000 ml

20 g/l
20 g/l
10 g/l
59/
39
109
1000 ml
7.2

135
QSP10 ml
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Annexe

Composition du réactif de salkowski

Solution FeClI3 6H20 3 mi
Acide perchlorique 70% 75 ml
Eau distillée 75ml

Figure 22 : Aspect des cultures des 16 milieux de fermentation aprés 8 jours d’incubation.
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Figure 23 : Les seize tubes avant I’ajout du réactif du salkowski.
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Essai de production de I’acide indole acétique par une souche actinobactérienne

Mémoire pour I’obtention du dipldme de Master en Ecologie et Environnement

Les actinobactéries sont des bactéries filamenteuses a coloration de Gram positive, saprophytes et ubiquitaires.
Elles jouent des roles importants dans le domaine de I’agriculture, la clinique et la biotechnologie. Certains
genres des actinobactéries font partie du groupe des PGPR, capable de produire de I’AIA qui est la principale
auxine regulatrice de la croissance des plantes.

Dans ce travail, nous avons réalisé une étude morphologique de quatre souches actinobactériennes, parmi ces
derniéres nous avons choisis une souche pour tester sa capacité a produire de I’AIA dans un milieu de
fermentation spécifique.

L’¢tude morphologie des quatre souches actinomycétales a été réalisée par la description de I’aspect de
croissance des colonies cultivées sur le milieu DSMZ65, suivi par une étude microscopique a fort
grossissement apres coloration de Gram. Grace a la technique des lamelles, nous avons pu suivre le
développement du myceélium aérien et le mycélium de substrat dans le temps. Par la suite, nous avons choisis
la souche S4 pour tester sa capacité a produire de I’AIA dans seize milieux de fermentation différents. Nous
avons utilisé comme milieu de base le milieu GBA auquel nous avons fait varier les concentrations de trois
facteurs (le tryptophane, le MgSOs et la farine de datte). Aprés 8 jours de fermentation, nous avons utilisé une
réaction colorimétrique qui utilise le réactif de salkowski pour la mise en évidence de la production et la
quantification de I’AIA produit. La souche a montrer une bonne production de 1’AIA sur le milieu M15.
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