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Introduction

L’application inappropriée d'engrais chimiques dans l'agriculture a entrainé de
nombreux effets négatifs notamment la pollution environnementale (Chen et al ., 2021) qui
a des effets néfastes sur les écosystemes terrestres et atmosphériques. 1l s'agit d'un probléme
mondial partagé par tous les pays. Cependant, les mesures visant a trouver des solutions
écologiquement durables sont considérées comme trop colteuse (Canipari et al., 2020).
L’agriculture biologique serait une alternative trés prometteuse pour minimiser I'utilisation

d'engrais synthétiques considérée respectueuse pour I’environnement (Macik et al .,2020).

La rhizosphére favorise le développement et [lactivité 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 qui ayant la capacité de promouvoir sa croissance 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 synthese
d'hormones de croissance, la fixation biologique de I'azote, la production de 1-
Aminocyclopropane-1-carboxylate déaminase 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 l'auxine, appelée « acide indole 3-acétique » (AlA). Il est naturellement
synthétisé par les plantes. Remarquablement, pres de 80 % des bactéries rhizosphériques
peuvent également le produire et le libérer sous forme de métabolite secondaire (Mustafa et
al .,2019).

Dans cette étude, la recherche de cette phytohormone chez des souches symbiotiques
du genre Bradyrhizobium a été effectuée. Par la suite, I'influence de divers facteurs sur la
capacité de ces souches a produire de I’AIA a été déterminée, ceci dans le but d’améliorer
le rendement de 1’association Bradyrhizobium-Légumineuse hdte en optimisant les

parametres physicochimiques influents.

Ce travail est reparti en trois chapitres, un premier chapitre présenté sous forme d’une

synthese bibliographique, contenant principalement des généralités sur les bactéries
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favorisant la croissance des plantes (PGPR) et sur la production de 1’acide indole acétique
(AlIA). Le deuxiéme chapitre décrit le matériel et la méthodologie de travail adoptée dans
cette étude afin de répondre a I’objectif de notre étude. Le dernier chapitre est consacré a la
représentation des différents résultats obtenus et leur discussion. Ce travail s’achéve par une

conclusion générale des principaux résultats obtenus et des perspectives.
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I. Rhizosphere

Le mot « rhizosphére » (étymologiquement, rhiza : racine, sphere : ce qui entoure) a été
introduit pour la premiére fois en 1904 par le chercheur Allemand Lorenz Hiltner (Agossou
Noumavo et al., 2016) proposé pour décrire la zone qui entoure la racine et qui est
directement ou indirectement affectée par cette derniére. De nos jours, ce terme est considérée
comme étant le lieu d’échange et d’interaction entre le sol, la plante et les microorganismes.
Ces interactions sont dépendantes des conditions physiques du milieu et des
microorganismes y résidents. (Hakim et al ., 2021)

La rhizosphére est répartie en trois composants distincts (Figurel) qui interagissent
(Kenneth et al., 2019) a savoir :

e L’ectorhizosphére : elle correspond au sol qui adhére a la racine et qui reste attaché
a celle-ci aprés une secousse vigoureuse.

e Le rhizoplan : correspond a l'interface entre le sol et la racine.

e L’endorhizosphére : est I'espace intercellulaire entre les tissus racinaire, habité par
des bactéries endophytes, qui ne forment pas de structures symbiotiques (Pac et
al .,2016)
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Figure 1 : Representation schématique des trois zones de la rhizosphére (Lynch 1983)
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I.1. Microflore rhizosphérique

La microflore du sol est assez complexe et tres hétérogene, elle comporte
principalement les bactéries, les champignons, les protozoaires, les virus et les algues.
Toutefois, les bactéries et les champignons sont les microorganismes les plus dominants
(Hakim et al ., 2021 ;Kenneth et al ., 2019)

Les communautés microbiennes de la rhizosphere représentent un sous ensemble de
microorganismes telluriques avec une population microbienne importante (environ 108-10°
UFC/g de sol) (Pac et al ., 2016). La diversité et la composition de cette population sont en

fonction a la fois des espéces végétales et des propriétés du sol (Ling et al ., 2022).

L’activité microbienne joue un réle crucial dans le fonctionnement des plantes en
affectant leur physiologie et leur développement. Alors que nombreux membres du
microbiome rhizosphérique sont bénéfiques pour la croissance des plantes, des
microorganismes phytopathogenes colonisent également la rhizosphere, brisant les boucliers
microbiens protecteurs et surmontant les mécanismes de défense innés de la plante dans le

but de provoquer des maladies des plantes (Ahemad et Kibret., 2014).
1.2. Bactéries rhizosphériques

La rhizosphere est peuplée par une gamme diversifiée de microorganismes et les
bactéries qui colonisent cet habitat sont appelées « rhizobactéries » (Valente Lima et al .,
2021). Ces derniéres contribuent significativement dans I’améliorer de la productivité des
cultures (Menon et al ., 2020)

Ces micro-organismes procaryotes sont trés variés, leur diversité et leur localisation
dans le sol leur permettent une forme de synergie avec les plantes. Tandis que certaines
bacteries recyclent les matiéres végetales mortes, d'autres possédent la capacité de fournir
une protection contre les agents phytopathogenes et de stimuler la croissance des plantes
(Souza et al ., 2020) ; en mobilisant les nutriments dans le sol, en produisant de nombreux
régulateurs de croissance des plantes, en protégeant les plantes des phytopathogeénes, et en
améliorant la structure des sols.( Nehra et al .,2015). Elles sont frequemment mentionnees
comme des rhizobactéries favorisant la croissance des plantes PGPR (plant Growth

promoting Rhizobacteria) car elles sont bénéfiques en agriculture. (Beneduzi et al ., 2012)
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1.3. Rhizobactéries promotrices de la croissance des plantes (PGPR)

Le terme « rhizobactéries favorisant la croissance des plantes » a été proposé pour la
premiére fois par Kloepper et Schroth en 1981 et a été utilisé spécifiqguement pour les

Pseudomonas fluorescents impliqués dans la lutte biologique (Gupta al .,2015).

Les PGPR jouent un réle clé dans les systemes sol-plante (Jeéthi et Kanimozhi ., 2018).
Ils sont capables de se loger et de coloniser les racines (Ahemad et Kibret .,2014), cette
colonisation entraine la stimulation de la croissance, la modification de I'architecture des
racines et des pousses ainsi que la synthese de métabolites secondaire (Tsukanova et
al .,2017).

L'application des derniéres techniques modernes dans le but d’améliorer les PGPR peut
étre la clé d'une agriculture durable en améliorant la fertilité des sols, la tolérance des plante,
la productivité des cultures et en maintenant un cycle équilibré des nutriments (Tsukanova
Ket al .,2017).

I1. Biodiversité des PGRP dans la rhizosphére

Une vaste communauté microbienne habite la rhizosphere, parmi laquelle des
bactéries spécialisées connues sous le nom de rhizobactéries favorisant la croissance des
plantes (PGPR) (Wang et al ., 2021). Ces dernieres appartiennent a cing principaux groupes
. Actinobacteria, Bacteroidetes, Cyanobacteria, Firmicutes, Proteobacteria. 1l est rapporté
que les PGPR les plus étudiés de ces taxons sont : Azospirillum, Azotobacter, Bacillus, les
PGPR diazotrophes (Bradyrhizobium, Rhizobium), Pseudomonas, Azoarcus. (Verma et al .,
2019 ;Contador et al .,2020)

I1.1.Rhizobia

Le terme genéral « rhizobium » comprend toutes les bactéries qui induisent la
Formation de nodules racinaires ou parfois sur les tiges des 1égumineuses hote. D’aprés (De
lajudie et al ., 2019) sur le plan taxonomique, les rhizobia représentent plusieurs lignées au
sein des Proteobacteria elles appartiennent a des genres d’alpha-protéobactériens de la

famille des Rhizobiaceae .

Les rhizobia sont des bactéries diazotrophes communes a Gram-negatives vivantes dans

le sol, ces bactéries possédent la capacité de fixer I’azote atmosphérique en établissent des
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relations symbioques avec les légumineuses en forment généralement des nodules au niveau

des racines ou des tiges. (Lindstrém et Mousavi ., 2020)

La croissance optimale de la plupart des souches se situe entre 25°C et 30°C et un pH
de 6 a 7. Elles se développent généralement sur milieu YMA (Yeast Mannitol Agar), sur
lequel les colonies de rhizobia apparaissent sous forme circulaire, souvent punctiformes,
blanches ou cremes, opaques ou laiteuses, humides, translucides et peuvent étre brillantes.
Les colonies jaunes sont pales et sont rencontrées surtout dans les cultures agées (Hamdaoui
et Hammiche ., 2019).

11.1.1. Genre Bradyrhizobium

Bradyrhizobium est considéré comme 1’un des principaux genres de rhizobia. Cette
bactérie du sol posséde la capacité de fixer 1’azote atmosphérique en symbiose avec les
légumineuses en formant des nodules au niveau des racines (Ormefio-Orrillo et Martinez-
Romero ., 2019).

Ils sont décrits comme des bacilles a Gram négatif, de formes irrégulieres, ou en
forme de massue. Leurs tailles et leurs formes varient en fonction de I’age. Cependant leurs
dimensions est d’un diamétre situé entre (1,2 a 3,0 par 0,5 a 0,9 millimetre)
(AGRIOS .,2005). Sur le plan taxonomique le Bradyrhizobium est le genre le plus grand et
le plus diversifié, il a appartient au phylum des Proteobacteria (Berrada et Fikri-Benbrahim
., 2014)

I11. Mécanismes d’action des rhizobactéries promotrices de la croissance des plantes

Les effets bénéfiques des bactéries de la rhizosphére sur la croissance végeétale
proviennent des différents mécanismes exercés par les PGPR (Figure 2) dont les modes
d’action impliqués sont directs ou indirects Ils varient souvent en fonction du type de la
plante héte (Carlson et al ., 2020).
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Figure 2 : Représentation schématique de la promotion directe et indirecte de la croissance
des plantes (Mekonnen et Kibret ., 2021)

111 .1. Mécanismes indirectes

Les mécanismes indirects ont lieu généralement en dehors de la plante. Les PGPR
réduisant les effets inhibiteurs de divers agents pathogénes sur la croissance et le
développement des plantes sous forme d'agents de biocontrble, les protégeant ainsi des
infections des plantes causées par ces agents pathogenes. Ce mécanisme est souvent médié
par (Ahemad, et Kibret .,2014) : la production d'antibiotiques, la compétition pour les niches
dans la rhizosphere, I’induction d'une résistance systémique(ISR) (Kang et al ., 2017), la
promotion de symbioses plantes-microbes bénéfiques ainsi que l'interférence avec la

production de toxines pathogenes. (Bhattacharyya et Jha ., 2012)
111 .1.1.Production des sidérophores

Les sidérophores sont un groupe de molécules de faible poids moléculaire (400-1500
Da) ayant une grande affinité avec les ions ferriques. Ces petites molécules organiques sont
produites par de nombreux micro-organismes en réponse a une carence en fer. (Souzaet al .,
2019)
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La production de sidérophores est I'un des mécanismes les plus utilisés par les
champignons pathogénes pour I'acquisition du fer, considéré comme un élément essentiel au
succes de l'infection. Cette production procure également un avantage compétitif au PGPR
qui a les capacités de coloniser les racines et d’éliminer les autres microorganismes (Silva et

al .,2020; Beneduzi et al .,2012)

Le mécanisme d’action des microorganismes producteurs des sidérophore, consiste
a se lier d'abord a une forme ferrique du fer, ensuite a former un complexe sidérophore-fer
qui pénétre dans la cellule via des récepteurs sidérophores hautement spécifiques présents

dans la membrane cellulaire (Menon et al ., 2017).
111 .1.2.L’antibiose

L’antibiose est le mécanisme le plus souvent associé a la capacité des bactéries
favorisant la croissance des plantes (PGPR) a agir comme des agents antagonistes contre
les phytopathogenes.(Gupta et al ., 2015). Ce mécanisme efficace est I'une des stratégies du

biocontréle par les PGPR les plus étudiées (Kenneth et al .,2019).

La production d’antibiotique par les PGPR leur confére un avantage compétitif dans
la rhizosphere, en éliminant ou en arrétant la croissance de nombreux pathogenes bactériens
et fongiques (Santoyo et al .,2021). Leur mécanisme d’action consiste a inhiber la synthése
de la paroi cellulaire des agents pathogénes, a affecter la structure membranaire des cellules
et a inhiber la formation de complexes d'initiation sur de petites sous-unités du ribosome
(Jeyanthi et Kanimozh ., 2018).

111 .1.3. Production d’acide cyanhydrique

Certains rhizobactéries ont la capacité de sécréter plusieurs composants volatils dont
le HCN. La production de I’acide cyanhydrique est I'un des mécanismes essentiel par
lesquels les PGPR contribuent a I’amélioration de la croissance des plantes liées a la lutte

biologique (Manoj et al ., 2020).

Les cyanides sont des métabolites secondaires formes a partir de la glycine et
catalysée par I’enzyme HCN synthase. Sa production est principalement associée aux

bactéries gram- négatif tel que Pseudomonas sp. (Kenneth et al .,2019)
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Le HCN est géneralement synthetisé par le PGPR en faibles quantités, ce qui
empéche le développement d’une résistance chez les champignons. De plus, des rapports
récents suggerent que le HCN microbien posséde la capacité d’inhiber la croissance du
mycélium de champignons pathogénes toute en inhibant la synthése du cytochrome oxydé
et médié par I'ATP. (Sehrawat et al ., 2022)

111 .2.Mécanismes directes

Les mécanismes directs se produisent a I’intérieure de la plante. Les effets directs des
PGPR englobent deux activités principales, a savoir la biofertilisation (la solubilisation du
phosphate, la fixation de 1’azote), et la phytostimulation via la production d'hormones
végétales. (Mustafa et al., 2021) comme I’acide indole acétique (AIA) (Jeyanthi et
Kanimozhi ., 2018).

111 .2.1.Solubilisation du phosphate

Le phosphore (P) est ’'un des nutriments essentiels a la croissance et au
développement des plantes apres 1’azote. Bien que cet élément soit abondant dans la plupart
des sols, il est rarement disponible sous des formes assimilables par les plantes. (Aloo et
al .,2020). Ce composant vital joue un réle important dans le métabolisme des plantes.
(Qureshi et al .,2012).

La solubilisation du phosphate a été principalement associée a la libération d'acides
organiques de faible poids moléculaire tels que (les acides citrique, oxaligue, malique et
gluconique ...etc), qui chélatent les cations liés au phosphate par le biais de leurs groupes
hydroxyle et carboxyle. Ces derniers les convertissant en une formes assimilable pour la
plante (Mendoza-Arroyo et al .,2020)

Les rhizobacteéries solubilisant le phosphate (PSB) constituent une alternative durable
comme des agents biofertilisant en agriculture, leur importance a bien été documentée en

raison de leur réle crucial dans le cycle du phosphore du sol. (Maldonado et al., 2020)
111 .2.2. Synthese des phytohormones

Les régulateurs de croissance végétale sont principalement divisés en 5 classes

majeures a savoir : la cytokinine, I'éthylene, la gibbérelline (GA) et l'acide abscissique
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(ABA) et I’auxine ont une influence directe sur la croissance et le développement des
plantes. (Shi et al.,2017)

L'acide indole-3-acétique (AlA) est I'une des phytohormones les plus importantes, il
s’agit d’un métabolite secondaire synthétisé a partir du précurseur L-Tryptophane qui est
produit par la majorité des rhizobactéries. L’ AIA est impliquée dans de nombreux processus
biologiques pour le développement des plantes. (Lebrazi et al .,2020).

De nombreux processus de germination, d’induction florale, de développement des
fleurs et des fruits incluent I'implication de la gibbérelline (GA), qui représente lI'une des

cing classes des phytohormones. (Vejan et al ., 2016)
I11.2.3. Production de la 1-Amino-cyclopropane-1-carboxylate désaminase ACC

L’AAC a été identifié par Adams et Yang (1979) comme précurseur de 1’éthyléne a
partir des expériences d'alimentation sur les tissus de pomme en utilisant de la méthionine

radiomarquée. (De Poel et VVan Der Straeten ., 2014)

L'acide 1-aminocyclopropane-1-carboxyliqgue (ACC) est un acide aminé non
protéique qui occupe un réle centrale lors de la biosynthese du éthyléne, en raison de sa
capacité a agir sur la majorité des mécanismes de régulation de la biosynthése de cette
phytohormone gazeuse (Vanderstraeten et van Der Straeten .,2017).

Depuis I'étude de Mayak et al, (2004) d'autres chercheurs ont utilisé des PGPR
producteurs d'’ACC -désaminase pour promouvoir la production de cultures et réduire les
pertes de rendement dans les cultures exposées au stress hydrique. (Ojuederie et al .,2019)

111 .2.4.Fixation de ’azote

La fixation d’azote est I'un des mécanismes directs exercé par les PGPR afin de
s’opposer aux bactéries délétéres et de promouvoir la croissance des plantes (Rehman et al .,
2020).

Cette fixation biologique de lI'azote (N2) atmosphérique est une activité microbienne

importante pour le maintien de la vie sur le globe terrestre, car elle fournit un moyen de
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recycler I'azote et joue un réle important dans I'homéostasie de I'azote dans la biosphére.
(Kenneth et al ., 2019 ; Sumbul et al .,2020)

Les PGPR jouent un réle majeur dans la fixation de I'azote et le rendent assimilable
pour les plantes (Jeyanthi et Kanimozhi .,2018) via le processus de fixation qui permet
d'immobiliser I'azote présent dans 1’atmospheére (N2) sous sa forme la plus stable et de le
convertir en azote biologiquement utilisable par I’activité de la nitrogénase, une enzyme qui

réduit I'azote atmosphérique N2 en ammoniac NH3 (Vertés et al .,2010).

IV. Phytohormones

La croissance, le développement et la réponse des plantes a I'environnement sont
médiés par un groupe de molécules de signalisation appelées « phytohormones » (Anfang
et Shani .,2021).Ces phytohormones sont de petites molécules organiques dérivées de
diverses voies métaboliques qui sont naturellement produites par les plantes, et également
issu de la flore microbienne du sol. ( Wagi et Ahmed ., 2019 ; Eichmann et al ., 2021).

De nombreuses bactéries de la rhizosphére libérent ces phythormones responsables
de la régulation de la croissance de la plante et interviennent dans la communication entre
plantes et microorganismes. (Moore ., 2012). De ce fait ces rhizobactéries possedent la
capacité de modifier le statut hormonal des plantes car elles ne jouent pas un role biologique
unique dans les plantes, mais jouent un rdle sophistiqué et efficace a divers stades de leur
développement (YU et al ., 2020)

IV.1. Classes des phytohormones

Cing principaux types d'hormones végétales ont éte identifiées a savoir : la
gibbérelline, la cytokinine, I’éthyléne, 1’acide abscissique (li et al ., 2018) et 1’auxine
présenté par l'acide indole-3-acétique (AIA) qui est la principale auxine endogéne des

plantes supérieures (li et al ., 2018).

IV.1.1. Auxines

Le terme "auxine™ a été inventé par les biochimistes Charles Darwin et son fils
Francis. Ce terme est dérivé du mot grec ™auxein", qui signifie "augmenter" ou
"croitre"(Shih-Feng et al.,2015). Elle est la premiére hormone végétale a avoir été

découverte (Aoi et al ., 2020) en 1928, l'auxine diffusée a été isolé par le botaniste
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néerlandais Fritz W. Went a partir des extrémités des coléoptiles de feuilles d'avoine dans
un bloc de gélatine (Masuda et al ., 2000).

Cette molécule de signalisation est le principal régulateur de croissance des plantes
produit par les (PGPR). Elle est impliquée dans de multiples processus de développement
tels que : l'embryogenése, I’organogenése, la détermination et la division cellulaire
(Benjamins et al ., 2005). Il existe d'autres molécules d'auxines naturelles actives mais
I'auxine la plus importante est l'acide indole-3- acétique, et sa production est tres répandue
parmi les bactéries qui colonisent la rhizosphere des plantes (Casanova-Séez et al .,2021;
Linetal .,2018)

IV.1.2.Acide indole-3-acétique

L’acide indole-3-acétique est le représentant naturel prédominant de la classe des
auxines chez les plantes supérieures. (Cutler et Nelson .,2017) L’ AIA est principalement
produit sur les méristemes apicaux des bourgeons et des racines par de nombreux groupes

diversifiés de rhizobactéries (Lin et al ., 2018 ; Veerasamy et al ., 2021).

La production d’AIA a été reconnue comme un facteur important dans les capacités
de promotion directe de la croissance des plantes des bactéries de la rhizosphére (Jeyanthi
et Kanimozhi .,2018).

IV.1. 3. Réle de I’acide indole-3-acétique (AlA)

L'hormone végétale acide indole-3-acétique (AIA) est I'un des signaux majeurs
impliqués dans la communication entre I'ndte et les endophytes (Lebrazi et al ., 2020).
L’examen du role de I'AIA a révélé que les bactéries utilisent cette phytohormone pour
établir des interactions avec les plantes dans le cadre de leurs stratégies de colonisation, y
compris la stimulation des plantes et I'intervention dans les mécanismes de défense de base

de la plante. (Spaepen et al .,2007)

Apreés sa production, une partie est absorbée par la plante et ajoutée a I'AIA endogene
de la plante pour stimuler la prolifération cellulaire et la croissance des racines dans la plante.
(Ahmad et al ., 2005).

IV.1.4.Structure chimique de I’acide indole-3-acétique (AlA)

12



Synthese bibliographique

L’acide indole-3-acétique est un acide organique faible de formule chimique
C10HgNO> (Laird et al ., 2020), dont la structure (figure3) est similaire a celle de I'acide
aminé tryptophane, cette molécule est formée d’un noyau indole et d’une chaine latérale
carboneée portant le groupement carboxyle. Sa structure cristalline montre que les molécules
s’associent par deux en dimeres connectés par des liaisons hydrogéne. (Paque et Weijers .,

2016).

CH;r[r OH
o

Figure 3: Structure chimique d’auxine naturelle (AIA) (le Bris., 2017).
IV.1.5.Biosynthése de I’acide indole-3-acétique

L’acide indole-3-acetique est une molécule forme par divers voies de biosynthese,
elle peut étre synthétisé de maniére dépendante et indépendantes du tryptophane (Mano et
al ; 2012) en utilisant I'indole-3-glycérol phosphate comme précurseur dans ce cas pour la

biosyntheése (spaepen et al ., 2007).

Trois voies principales de biosynthese (figure 4) de I’AIA chez les plantes ont été
identifiées et classées en fonction de leurs intermédiaires : IPyA (Indole-3-pyruvate), IAM
(Indole-3-acetamide), IAN (Indole-3-acetonitrile) (Duca et al.,2014).

La premiére voie est la conversion du tryptophane en indole-3-pyruvate (IPYA) par
I’activité de la famille de TAA amino-transférases, I’'IPyA est d’abord décarboxylée en
indole-3-acétaldéhyde (IAALD) par 1’indol-3-pyruvate décarboxylase (IPPC), ensuite
(IAALD) subit une oxydation afin d’arriver a la production de 1’AIA (Olatunji et al ., 2017).

La deuxiéme voie est la biosynthése de I’AIA par la formation d’acide Indole-3-
acétamide (IAM) elle est considéré comme la principale voie de synthétisation de 1’ ATA par

les rhizobactéries (Zhang et al .,2019), le tryptophane est d'abord converti en IAM par
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I'enzyme trypto-phan-2-monooxygénase (laaM). Puis I'lAM est transformé en AIA par
I’activité d’IAM hydrolase (IaaH). (Zhao ., 2012).

La troisiéme voie est la formation de 1’acide indole-3- acétique via I’acide Indole-3-
acetonitrile par 1’action d’une nitrilase (Duca et al .,2020).Cette voie de biosynthése a été
découverte chez la bactérie phytopathogéne Agrobacterium tumefaciens et chez la bactérie
Iégumineuse Rhizobium (Kobayashi et al .,1995).

Indole-3-pyruvic acid

|=

( ij O

H
Indole-3-acetaldehyde

[@

i v e
|
H

Indole-3-acetic acid (LAA)

Figure 4: Voie de la biosynthése de I'acide indole-3-acétique dépendante du tryptophane.
Les enzymes impliquées sont (1) le tryptophane aminotransférase ; (2) I'indole-3-pyruvate décarboxylase ;

(3) l'indole-3-acétaldéhyde oxydase. (Elbakyan.,2020)
IV.1.6. Production de I’acide indole-3-acétique par les Bradyrhizobium

La capacité de produire de I’acide indole-3-acétique ne se limite pas aux plantes, les
bactéries du sol tel que Bradyrhizobium sont capables de produire de I’ AIA, cette capacité a
été démontrée apres inoculation de soja (Torres et al ., 2021). En outre de la synthése d’acide
indole-3-acetique, une diversité substantielle de microorganismes tels que : Pseudomonas,

Arthrobacter et Bradyrhizobium, possédent également la capacité de transformer ou de
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dégrader 1’ AIA puis l'utiliser comme source de carbone et d’azote (Sun et al ., 2018), ce qui

souléve des questions sur la signification écologique de I’auxine. (Donoso et al ., 2016)

La biosynthese bactérienne de I'AlIA peut étre dépendante du tryptophane ou
indépendante du tryptophane. (Duca et Glick., 2020) a I’heure actuelle, Six voies de
biosynthese ont été proposées chez les bactéries, dont la plupart utilisent le tryptophane
comme précurseur. Chez les procaryotes, la biosynthése de I'AIA semble suivre

principalement deux voies principales : les voies IAM et IPyA (Torres et al .,2018)

Des études actuelles suggerent que Bradyrhizobium japonicum peut étre un
organisme approprié pour une utilisation en tant que promoteur de croissance des plantes.
(Kiruthika et Arunkumar ., 2021)

IV.1.7. Mécanisme d'action des bactéries productrices de I’Auxine : Acide Indole-3-
Acétique (AIA)

Le mécanisme le plus fréquemment cité pour expliquer I'action directe des bactéries
(PGPR) sur les plantes est la production d'hormones végétales, y compris I’auxine (AIA).
(Duca et Glick ., 2020). Ces bactéries améliorent la croissance des plantes, et I’absorption
d'eau et de nutriments en favorisant le développement des racines et en augmentant le rapport

surface/volume des racines. ( Wagi et Ahmed ., 2019).

De nombreuses especes bactériennes ont la capacité de produire la phytohormone
acide indole acétique (AlA), cependant les interactions entre les bactéries productrices d'AlA
et les plantes entrainent des résultats divers du c6té de la plante, allant de la pathogenese a
la phytostimulation (Spaepen et al ., 2007) .

IVV.2. Cytokinine

C’est une hormone végétale, découverte a l'origine pour réguler la division cellulaire.
Elle a ensuite eté décrite comme étant impliqué dans la régulation de nombreux processus
de développement des plantes. (Shudo.,1994). Cette phytohormone fait partie d'un réseau
génétique essentiel qui contrble le développement et la croissance des organes, et joue
également un r6le crucial dans la réponse au stress biologique et abiotique. (Werner et
Schmiilling.,2009)
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L’action des cytokinines conduit a la dominance apicale, I'expansion et la sénescence
des feuilles, la mobilisation des nutriments, ainsi qu’a la différenciation des chloroplastes et

I'activation du méristéme des pousses. (Maxwell et Kieber .,2010)

La production de cytokinine via PGPR est une alternative innovante pour améliorer
la croissance des plantes et peut étre un moyen durable d'augmenter le rendement et la qualité
des cultures. ( Osugi et Sakakibara.,2015).

1V. 3. Gibberline

La gibbérelline fait partie d'un groupe d'acides carboxyliques diterpénoides
tétracycliques naturels. Synthétisée a partir de plantes supérieures, de champignons ou de
bactéries. La molécule (GA) a été localisée pour la premiere fois dans le champignon
pathogene « Gibberella fujikuroi ». ( Leitdo et Enguita.,2016)

Dans la plupart des plantes, I'AG a été signalée comme étant une hormone essentielle
dans de nombreux processus de développement des plantes comme : la germination des
graines, l'allongement des organes et I'expansion induite par la croissance cellulaire.
(Binenbaum et al., 2018)

La promotion de la croissance des plantes par les PGPR producteurs des
phytohormones gibbérelline a été rapportée dans plusieurs études, et cet effet bénéfique et
avantageux sur la biomasse végétale est souvent associé a un accru de gibbérelline

synthétisée a I’intérieur des tissus végétaux. (kang et al .,2012)

1V.4. Ethyléne
L'éthylene (C2H4), est I'hydrocarbure insaturé le plus simple, néanmoins il peut
influencer un large éventail d'activités végétales (Larsen .,2015 ; Miransari et Smith., 2014).

Généralement produit en réponse a de multiples stress (Dubois et al ., 2018).

L’éthyléne est une hormone végétale multifonctionnelle (Igbal et al .,2017) qui
régule de nombreux aspects du cycle de vie d'une plante, notamment la germination des
graines, la formation des racines, le développement des fleurs, et la maturation des fruits. En
revanche les concentrations élevées d’éthyléne induisent l'inhibition de I'élongation des
racines ainsi que la nodulation des espéces de Rhizobium. Gréce au mécanisme de réduction
de cette phytohormone, les PGPR produisant de I'ACC-deaminase régulent le niveau

I'éthyléne dans la plante. (Pacéme et al ., 2016)
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IV.5. Acide abscissique

L’ ABA est un acide faible a 15 atomes de carbone qui a été identifié pour la premiere
fois au début des années 1960 par Frederick ADDICOT, signalé a I’origine comme étant une
substance qui contr6le [l'abscission des fruits du coton. Nommée abscisine
(Finkelstein.,2013).

Paradoxalement, des études ultérieures ont rapporté que l'abscisine favorise
également 1’abscission des feuilles dans les plantes de coton et inhibe la croissance des
coléoptiles. Actuellement cette molécule a été rebaptisé acide abscissique (ABA). (Humplik
etal ., 2017)

I1 a été démontré que I’ABA induit différents mécanismes de résistance (Alazem et
al .,2007), controlant ainsi I’invasion des feuilles par les agents bactériens via une voie de
signalisation dans les cellules des stomates pour activer 1I’ouverture et la fermeture. (Lim et
Lee ., 2015). En outre, I’acide abscissique régule le développement et la germination des
graines, ainsi que l'adaptation de tissues végétatives conditions de stress environnemental.
(Finkelstein., 2013).

Plusieurs bactéries produisent cette phytohormone dans les cultures telles que
Proteus mirabilis, P. vulgaris, Klebsiella pneumoniae, Bacillus megaterium, B. cereus,
Escherichia coli (Karadeniz et al., 2006).
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Dans le but d’optimiser la production de 1’acide indole acétique (AIA) par les
bactéries du genre Bradyrhizobium, une série de tests expérimentaux ont été réalisés au
niveau du Laboratoire d’Ecologie Microbienne de 1’Université de Bejaia, et ce durant la
période de Juin-Juillet 2022. Dans cette partie nous décrirons le matériel biologique utilisé

ainsi que les méthodes adoptées pour la réalisation de notre recherche.
I. Matériel biologique

Dans cette étude, six souches bactériennes ont été utilisées (Csaz530, Css354,
Csall2, Csa236, Css381 et Csa207), isolées a partir des nodules racinaire de Calicotome
spinosa dans différentes régions d’Algérie et identifiées comme appartenant au genre
Bradyrhizobium, faisant partie de la collection du Laboratoire d’Ecologie Microbienne de

I’Université de Bejaia.
1. Méthodes
I1. 1. Revivification et standardisation de I’inoculum

La revivification des souches conservées a -80°C a éte faite par ensemencement sur
le milieu gélosé YMA (Yeast Mannitol Agar) (annexel) puis incubée a 28 °C pendant 10

jours.

Pour la préparation de I’inoculum, des tubes a essai contenant 5 ml du bouillon YMB
(annexel) ont été inoculés avec quelques colonies puis incubés a 28°C pendant 6 jours. Par
la suite la D.0O. a 630nm a été ajustée entre 0,08 et 0,1 en utilisant un spectrophotométre UV-

visible, permettant ainsi de standardiser I’inoculum a 107 cellules /ml.
11.2. Recherche de la production de L’auxine : Acide Indole-3-Acétique (AlA)

La capacité des six souches a produire de I’acide indole -3-acetique a été déterminée

en se conformant a la méthode de Sheela el al.,(2018) modifiée (Figure5 ).

Le milieu YMB stérile a éte additionné de 0.5 % de L-tryptophane apres filtrations
(@=0.22 um) sous la hotte a flux laminaire. Des tubes contenant 5ml de ce milieu ont été
inoculés avec 107 cellules /ml des suspensions des souches étudiées. Trois répétitions ont été
faites pour chaque souche et un témoin sans inoculation est également inclus. L’incubation

a été faite a 28 °C pendant 6 jours.
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Les cultures bactériennes ont été centrifugées a 14000 tr /min pendant 5 min, ensuite

1 ml du surnageant a été récupéré et ajouté a 2 ml du réactif de Salkowski (annexe 2).

Apres I’incubation du mélange pendant 30 min a I’obscurité, I’apparition de la
couleur rose traduit la production de I’AIA par la souche. Leurs absorbances ont été

mesurées a I’aide d’un spectrophotomeétre UV-visible a une longueur de 530 nm.
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Figure 5 : Protocole expérimentale recherche AlA sur milieu YMB modifié

La quantité d’AIA produite par chaque souche a été calculée par extrapolation sur
une courbe d’étalonnage (Annexe 3) préparée en utilisant les D.O. des concentrations

croissantes d’ AIA pure préparées (0 a 100 mg /1).
I1. 3. Optimisation de la production de I’auxine : Acide Indole-3- Acétique (AlA)
11.3.1. Optimisation de la composition du milieu de culture sur la production de ’AIA

Dans le but d’optimiser la production de 1’AIA par les souches testées, des tubes de
5 ml de chaque milieu ont été ensemencés avec des suspensions bactériennes a raison de 10’

cellule/ml. Trois répétitions ont été faites pour chaque souche, et un témoin sans inoculation
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est également inclus. Aprés 6 jours d’incubations a 28°C et aprés 30 min de 1’addition du
réactif Salkowski, I’absorbance des solutions colorées a été mesurée a ’aide d’un

spectrophotometre UV-visible (annexe 4) a 530 nm.

Les quantités d’ AIA produite par chaque souche ont été calculées par extrapolation

sur une courbe d’étalonnage comme il a été précedemment expliqué.
11.3.1.1. Effet des différentes sources de carbone sur la production de I’AlA

L’effet des différentes sources de carbone sur la capacité des six souches étudiées a
produire de I’acide indole-3-acetique a été déterminé sur le milieu YMB additionné de
tryptophane en suivant le protocole précédemment mentionné. A la différence, le mannitol
a été remplacé par d’autres sources de carbone soit 1’acide malique, saccharose ou lactose.

Le NH4Cl a été également utilisé a la place de I’extrait de levure.
11.3.1.2. Effet des différentes sources d’azote sur la production de ’AIA

Afin d’évaluer I’effet des différentes sources d’azote sur la capacité des souches
bactériennes a production de I’AIA, un test a été réaliser sur le milieu de culture YMB
additionnée de tryptophane comme détaillé précédemment a la différence de I’extrait de

levure qui a été remplacer par d’autres sources d’azote ( NH4Cl, Urée, Ca (NO3)2).
11.3.2. Optimisation des conditions de culture sur la production de ’AIA

L’optimisation de la production d’ATIA par les six souches bactériennes a été étudiée en

variant deux parametres le pH du milieu et la température d’incubation
11.3.2. 1. Effet du pH sur la production de PAIA

L effet du pH sur la production d’ AIA par les six souches bactérienne a été testée en
ajustant le pH initial du milieu (pH 7) a différentes valeurs (pH 5, 6, 8), puis incuber a 28°C
pendant 6 jours. Le teste a été réalisé sur le milieu YMB additionnée de tryptophane. Trois
répétitions ont éteé faite pour chaque souche, un temoin sans inoculation est egalement pris
en considération. La concentration d'AlA produite a été estimée en utilisant la méthode

préalablement expliquée.
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11.3.2. 2. Effet de la température sur la production de I’AIA

L’expérience a été réalisee en se conformant au protocole préalablement cité sur
milieu YMB additionné de tryptophane a pH 6.8 ; a la différence des températures
d’incubation qui ont été variées (28 °C, 24 °C, 32 °C). Le dosage de I’AIA a été réalisé

suivant le protocole standard ci-haut expliqué.
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Résultats et discussion

I. Recherche de la production de I’auxine : Acide Indole 3-Acétique (AlA)

La production d’AIA par les souches étudiees a été recherchée aprés 6 jours
d’incubation. Toutes les souches de Bradyrhizobium étudiées ont montré une réaction
positive (couleur rose) aprés addition du réactif de Salkowski (Annexe 2) indiquant ainsi la
présence de I'AlA. Cependant, I’intensité de cette couleur est différente d’une souche a une
autre (Figure 6) probablement due a une différence dans les concentrations d’AIA produites

par ces dernieres.

En effet, cette propriété est commune chez les souches de Bradyrhizobium isolées a
partir de nodules d'espéces de légumineuses différentes. Toutefois, les concentrations d'AlA

enregistrées étaient variables d’une souche a une autre (Dong et al., 2017).

Il est & rappeler que la production de phytohormones sous forme d’auxine soit acide
indole acétique (AIA) est une propriété majeure des bactéries de la rhizosphere
(Mohite .,2013). Cette aptitude est considérée comme un mécanisme direct de la promotion

de croissance de plante qu’exerce les rhizobactéries (Yousef ., 2018).

Ainsi, les bactéries du sol notamment les rhizobia, sont d'une importance particuliéere
du point de vue agricole, car elles contribuent a augmenter la fertilité du sol en fixant non
seulement I'azote atmosphérique (Kanaan et al .,2021) mais en intervenant dans la promotion
de la croissance des plantes. (Chandra et al ., 2018)

Figure 6 : Production d’AIA par les six souches, apparition de la coloration rose.
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Résultats et discussion

I1. Optimisation de la production de ’auxine : Acide Indole 3-Acétique (AlA)

Cette partie représente I’ensemble des résultats obtenus lors des tests réalisés afin
d’optimiser les concentrations d’Acide Indole 3-Acétique (AlA) produites par les souches

de Bradyrhizobium étudiées.
11 .1. Optimisation de la composition du milieu de culture sur la production de ’AIA

Les concentrations d’AIA produites par les souches de Bradyrhizobium en milieu
additionné de tryptophane ont été évaluées en fonction de la composition (source de carbone

et d’azote) du milieu de cultures.
11.1.1. Effet des différentes sources de carbone sur la production de I’AIA

Les concentrations d’AIA produites par les six souches ensemencées dans le milieu
YMB modifiée contenant une source de carbone (acide malique, saccharose, lactose,

mannitol) sont représentées dans la figure 7 (Annexe 4).

Les résultats montrent une différence dans les concentrations d’AIA produites en
fonction du sucre utilise comme seul source de carbone et d’une souche a une autre, les

concentrations obtenues varient de 0,83 ug/ml jusqu’a 57,39 pg/ml.

Remarquablement, les concentrations d’AIA produites sont améliorées pour toutes
les souches testées, pour atteindre des optima en présence de I’acide malique dans milieu
(57,39ug/ml). En comparaison, I’utilisation du mannitol, lactose ainsi que saccharose ont

permis d’obtenir des concentrations nettement plus faibles.

Il est a noter également que la concentration d’AIA la plus élevée a été enregistrée

avec la souche Css 381, suivie par les souches Csa207 et Csaz 530 respectivement.

Les résultats obtenus concordent avec plusieurs travaux précédents qui ont démontré
que les quantités d’acide indole acétique (AIA) les plus importantes ont été produites par les

des rhizobia en présence de I’acide malique dans le milieu (Trahir et al., 2013)

Il a été rapporté par Garcia et al., (2021) que l'utilisation des sources de carbone est
différences entre les espéces microbiennes, et que les Bradyrhizobium se développent mieux
avec l'acide malique, ce qui peut étre di a une meilleure utilisation de cette source de carbone

(I’acide malique) relativement & d’autres sources de carbone (saccharose, lactose, mannitol).
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Résultats et discussion

Des études antérieures ont suggéré que les sources de carbone individuelles affectent
difféeremment la production d'AlA chez les rhizobactéries (Baliyan et al., 2021 ; Ham et

al., 2021).

A rappeler que les sources de carbone utilisées dans la production de métabolites
secondaires (acide indole acétique) ont un impact significatif sur l'efficacité globale de la

biosynthese.

En effet, certaines sources de carbone ajoutées dans les milieux YMB additionnée de
tryptophane fournissent de I'énergie et améliorent le recyclage des cofacteurs dans les
cellules, contribuant ainsi a 1'efficacité mais aussi a 1’inanité globale de la biosynthése de
I'AIA.

70

60

50

AlA(ug/ml)

40
30

20 I

--_ [ —= -. . =

acide malique saccharose lactose mannitol

m530 m354 m112 w236 m381 m207

Figure 7 : Résultats des concentrations d’AIA produites sous I’effet des différentes sources
de carbone par les six souches étudiées (Csaz530, Css354, Csall2, Csa236, Css381,
Csa207).
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11.1.2.0ptimisation des différentes sources d’azote sur la production de I’AIA

La figure 8 indique les concentrations d’AIA produites par les six souches étudiées

en variant la source d’azote du milieu (extrait de levure, urée, NH4Cl, Ca(NOs)z2).

Les valeurs des concentrations d’AIA obtenues (Annexe 4), ont été trés diversifiées
(figure 8) d’une source d’azote a une autre et en fonction des souches. En effet, une
différence significative entre les concentrations d'AlA (1,27 pg/ml - 65,38 pg/ml) a été

notée.

L’utilisation du NH4Cl comme seule source d’azote dans le milieu a permis
d’enregistrer les meilleures concentrations d’AIA, la valeur maximale est estimée & environ
65 pg/ml, suivit par une bonne production en utilisant 1’extrait de levure. Par ailleurs,

’utilisation de Ca(NO3)2 ou de I’urée n’a pas amélioré la production de I’ AIA.

Une autre fois la souche Css381 s’est distinguée des autres souches étudiées en

produisant la concentration la plus élevée d’AIA en présence du NH4Cl.
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Figure 8 : Résultats des concentrations d’AIA produites sous 1’effet des différentes sources
d’azote par les six souches étudiées (Csaz530, Css354, Csall2, Csa236, Css381, Csa207).
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Des résultats similaires ont été rapportés par Kumari et al.,( 2018) qui a réveélé aprés une
étude comparatif que parmi les sources d’azotes testés que le NH4Cl était le plus approprié

pour une meilleure production de I’acide indole acétique (AIA).

L'azote est I'un des éléments les plus importants pour la croissance des
microorganismes (Ham et al ., 2021), en effet, la source d'azote utilisée dans le milieu affecte
significativement la croissance ainsi que la biosynthese notamment la production d'acide
indole acétique (AIA) (Suliasih et Widawati.,2020).

11.2. Optimisation des conditions de culture sur la production de I’ATA

La production d’AIA en milieu additionné de tryptophane a été évaluée en fonction

des différentes conditions du milieu de culture (pH du milieu et température d’incubation)
11.2.1. Effet du pH sur la production de ’AIA

En changeant le pH du milieu de culture, les concentrations de 1’AIA produites ont

été notées (Annexe 4), et ont permis d’obtenir I’histogramme représenté dans la figure 9.

Les résultats ont révélé des concentrations importantes d’AIA produites par toutes
les souches testées a pH 7. A souligner que la concentration maximale d’AIA est produite
par la souche Css 381 atteignant les 77,26ug/ml. De plus, a pH 6 ou 8, la production est

relativement bonne cependant elle est affectée par la variation.

Ces résultats sont similaire avec ceux obtenues par Shoukry et al .,(2018) qui ont
évalué I’effet des différents pH sur la production d’AIA, ils ont démontré que le pH 7 était
le pH optimal pour la production d’AIA, et que la gamme 7.0 - 7.2 est la maximale pour la

croissance et la croissance des rhizobia Apine et Jadhav .,(2011).

Cependant, a pH 5 la production d’AIA est nettement affectée voire nulle dans le cas
des deux souches Csa 112 et Csa 236. Probablement due a 1’absence de croissance de ces
souches a ce pH. Des resultats similaires ont déja été rapportés par Kamble et al .,(2015)

affirmant I’impact négatif du pH acide sur la croissance des rhizobia

En effet, le pH est l'un des parametres les plus importants pour la croissance et
I’activité métabolique des organismes producteurs d'AIA (Bharucha et al .,2013), ce derniers
affecte également la fonction des systemes enzymatiques, et la solubilité de nombreuses
substances (Abd-Alla et al ., 2013 ; Hasuty et al ., (2018)
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D’autre part, van Rossum et al .,(1994) en étudiant I’effet de 1’acidité du sol sur la
performance symbiotique arachide-Bradyrhizobium, a conclu que certaines souches de
Bradyrhizobium étaient totalement inefficaces, avec perte des propriétés PGP (Plant Growth

Promotion) sous le stress acide, tandis que d'autres avaient une bonne performance.
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Figure 9 : Résultats des concentrations d’ AIA produites par les six souches étudiées

(Csaz530, Css354, Csall2, Csa236, Css381, Csa207) sous I’effet de la variation du pH.

11.2.2. Effet de la température d’incubation sur la production de PAIA

Ce test (Figure 10, Annexe 4) a montré que la température d’incubation est un

parametre affectant la capacité des souches de Bradyrhizobium étudiées a produire de 1’acide
indole acétique.

Il est a signaler que les effets sont variables parmi les six souches testés. Nos résultats
révélent que la performance des souches de Bradyrhizobium a produire de 1’acide indole

acetique a température 28 °C était la plus élevée pour la majorité des souches testées avec
une quantité remarquable d’AIA atteignant les 77,26 pg/ml chez la Css 381.
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D’apres Michel et al .,(2017), la température optimale pour la croissance des souches
de Bradyrhizobium est 28 °C, les températures élevées peuvent réduire la croissance des
Bradyrhizobium et affecter leurs survies .En effet, cela peut conduire & la diminution de leurs

activités biologique y compris la production de 1’acide indole acétique.

Les plus faibles quantités ont étaient obtenues a 32 °C d’AIA. A I’exception de la
souche Csa 236 qui a montré une production optimale & 32 C° avec un taux de production
maximale atteignant les 23,25 pg/ml. Cela est peut-étre di a la température de croissance
optimale pour cette souche. La température D’incubation joue un rdle déterminant dans

I'équilibre de croissance de ces bactéries. Van et al .,(2021)

Par ailleurs, les deux souches Csaz 530 et Csa 236 ont montré une production élevée d’AIA
a 24 °C avec des concentrations 33,30ug/ml et 26,32ug/ml (chez Csaz 530, Csa236)
respectivement, nos résultats sont conformes a ceux de Zhang et al .,(2002) qui ont rapportés
que les souches de Bradyrhizobium japonicum tolérant les températures basses et permettant

d'améliorer le rendement du Soja dans les zones de courte saison.

Il est & noter que la souche Csa 236 présente la plus forte concentration d’AIA produite
(23,65 pg/ml) parmi les six souches testées. Ces données sont en accord avec de nombreuses
études qui rapportent l'efficacité des souches de Bradyrhizobium méme au-dela de 28°C
(Wongdee et al ., 2021).
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Figure 10 : Résultats des concentrations d’AIA produites par les six souches étudiées
(Csaz530, Css354, Csall2, Csa236, Css381, Csa207) sous 1’effet de la variation de

température d’incubation.

L’optimisation des conditions de culture des six souches de Bradyrhizobium Csaz530,
Css354, Csall2, Csa236, Css381, Csa207 ont étaient évalué afin d’améliorer le rendement
de la production de I’AIA.

Les résultats issus des essais qualitatifs et quantitatifs de I'AlA reflétent parfaitement
la capacité de toutes les souches testées a produire des quantités significatives d’acide indole

acetique.

On constate que les quantités d 'AlA produites par ces bactéries varie entre les
différentes souches testées. Bien que plusieurs travaux ont montré la capacité des rhizobia a
synthétiser de I’acide indole acétique Torres el al .,(2018). Cependant, Sridevi et Mallaiah
.,(2007) a démontré que les isolats de Rhizobium different significativement dans la
production d'auxine (acide indole acétique). Cette variation est probablement affectée par
plusieurs facteurs, telles que les conditions de culture, le stade de croissance et la
disponibilité du substrat Kiruthika, Arunkumar .,(2021)

Dabesa, Tana .,(2021) ont rapporté que I'AlA est affecté par le carbone organique
dans les sols qui influence a son tour sur les propriétés physiques, chimiques et biologiques
notamment les activités microbiologiques des Bradyrhizobium y compris la production

d’acide indole acétique (AIA) .

Les rhizobia sont la meilleure source de promotion de la croissance des plantes
Kumar et Ram .,(2012). Le Bradyrhizobium est un modele actif pour la production d’AlIA,
cette conception expérimentale est un outil pour tester I'importance relative des facteurs

physico-chimique dans la production et I’amélioration de I’ AlA.
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Conclusion

L’objectif principal de ce travail est la recherche de la production de 1’auxine sous forme
d’acide indole-3-acetique (AIA) par six souches bactériennes appartiennent au genre
Bradyrhizobium isolée a partir des nodules racinaire de Calicotome Spinosa puis I’optimisation
des conditions de production de cette phytohormone.

Les résultats obtenus ont permis de conclure que les souches de Bradyrhizobium

étudiées sont en effet capables de produire de 1’ ATA a des quantités significatives.

Notre étude a montré que les conditions de culture et la composition du milieu de culture

constituent une limite absolue a I’activité des populations rhizobiennes compétentes.

L’évaluation de I’effet des conditions de culture ainsi que la composition du milieu sur
la production d’ATA a révélé une variation dans la concentration d’AIA produite, aussi bien
que la croissance des souches étudiées soit également affectée. En effet, un pH acide du milieu
et une température de 32°C affecte négativement la croissance des souches de Bradyrhizobium
étudiées (Csaz530, Css354, Csall2, Csa236, Css381, Csa207), et par conséquent, leurs
capacités a produire de I’AIA.

Les résultats indiquent que les souches testées ont la capacité de tolérer des températures
modérées, les optima de production ont été obtenus a 28°C avec une concentration d’AIA
atteignant les 77,26 pg/ml. A ’exception de la Csa236 qui a montré un optimum de production
a 32°C. Les résultats suggerent que la Csa236 est une souche pouvant étre valorisé comme

inoculum.

Pour un meilleur rendement en acide indole acétique (AlA), il est recommandé d’utiliser
I’acide malique comme source de carbone car il a été le plus approprié pour les souches de
Bradyrhizobium testées et ’'NH4Cl comme source d’azote, compte tenu des conditions de
culture un pH 7 et une température de 28 C ° était les plus favorables pour une production
maximale d’AIA atteignant les 77,26pg /ml.

Par ailleurs, nos résultats nous aménent a approuvé que Css381 est la souche la plus
performante, en raison de sa capacité a synthétiser les quantités les plus importantes d'AlA sous
I’influence des deux parameétres (compositions du milieu de culture et conditions du milieu de

culture).
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Conclusion

Les concentrations d’AIA produites permettent de classer les souches (Css381,
Csa207 et Csaz 530) comme d’excellents phytostimulateurs. Ces souches bactériennes peuvent
étre utilisées avec succes a grande échelle comme des biofertilisants potentiels 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 Il'utilisation excessive d'engrais industriels.

On tient également a encourager les agriculteurs a remplacer les pratiques actuelles
(utilisation d’engrais chimique) par 1’agriculture biologique, ¢’est une action moins couteuse et

plus respectueuse pour I’environnement, qui permet d'améliorer la productivité des cultures.

Les résultats obtenus aprés notre recherche sur les bouillons YMB additionnée de
tryptophane nécessitent des essais bien détaillés dans les champs cultivés, pour confirmer la
performance et la capacité de ces souches de Bradyrhizobium dans I’amélioration de la
rentabilité de la production de I’acide indole acétique par ces cultures.

Il serait souhaitable ainsi de compléter ce travail par I’étude d’autres parametres comme
I’effet de la concentration du tryptophane sur la production de I’acide indole acétique et de

procéder a une analyse statistique pour mieux évaluer les résultats.
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Annexe 1 : Milieu de culture

Milieu YMA (Yeats mannitol agar) (g/l)

MANNIEOL ..o e e 10g
EXIFAIT 8 IEVUIE......oeeeeeeee ettt et ettt et e et easeeaeenae e e e 0.4¢
KOZHPOA ..o L 0.59
IMIGSOZ, TH20. ...ttt e e s ee s st ees e s s es e s e eeseeeeeeee e oo 0.29
N Cl e, 0.1g
F N | PP 18g
Eau diStillée. . .....oiii i .1000ml
pH=6,8

Autoclavage 120°C pendant 20minutes

Milieu YMB (Yeats mannitol Broth) (g/l)

MaANNItOL ..o 10g

Extrait de leVUIe. ......c.oonii e 0.4g

K2HPOA . . 0.5g

MESOA4, TH2O. ... e e 0.2g

N Cl e e 0.1g

Eau distillée. .....oiiei 1000ml
pH=6,8

Autoclavage 120°C pendant 20minutes
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Réactif de Salkowski
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Figure 11:

Courbe d’étalonnage d’AIA




Annexe 4

Résultats de I’effet des sources du carbone sur la production de PAIA

(moyennes des DO 530 nm)

Source de carbone Acide malique | saccharose Lactose Mannitol
Csa 530 DO (530nm) | 0,201463 0,048 0,12 0,15
AIA (pg/ml) | 18,6993069 3,504950495 | 10,63366337 | 13,6039604
Csa 354 DO (530nm) 0,14391 0,053 0,0235 0,066
AlA (ug/ml) 13,0009901 4| 1,079207921 | 5,287128713
Csa 112 DO (530nm) 0,1082 0,0325 0,0465 0,0825
AlA (pg/ml) 9,46534653 | 1,97029703 3,35643564 | 6,92079208
Csa 236 DO (530nm) 0,213 0,0655 0,065 0,041
AlA (png/ml) 19,8415842 | 5,23762376 5,18811881 | 2,811881188
Csa 381 DO (530nm) 0,59231 0,03 0,046 0,162
AlA (png/ml) 57,3970297 | 1,72277228 3,30693069 | 14,7920792
Csa 207 DO (530nm) 0,19405 0,021 0,0405 0,1275
AlA (pg/ml) 17,9653465 | 0,83168317 2,76237624 | 11,3762376

Résultats de I’effet des sources d’azote sur la production de ’AIA
(moyennes des DO 530nm)

csaszp |20 (530nm) 0,0255 0,036 0,302616 0,15
AlA (pg/ml) 1,277227723 | 2,316831683 | 28,7144554 13,6039604
csaasq |20 (530nm) 0,0645 0,067 0,1331 0,066
AlA (pg/ml) 5,138613861 | 5,386138614 | 11,9306931 5,287128713
csa11p |20 (530nm) 0,077 0,028 0,102 0,0825
AlA (pg/ml) 6,37623762 | 1,5247525 | 8,85148515 6,92079208
csazzg |20 (530nm) 0,054 0,079 0,122 0,041
AlA (pg/ml) 4,0990099 | 6,57425743 | 10,8316832 2,811881188
csazgy |20 (530nm) 0,049 0,083 0,673 0,162
AlA (pg/ml) 3,6039604 | 6,97029703 | 65,3861386 14,7920792
csaz0y | RO (530nm) 0,04 0,03 0,2405 0,1275
AlA (pg/ml) 2,71287129 | 1,72277228 | 22,5643564 11,3762376




Résultats de I’effet du pH sur la production de I’AIA
(Moyennes des DO 530 nm)

pH pH=5 pH=6 pH=7 pH=8
Csa 530 DO (530nm) 0,097333333 0,193559 0,282616 0,12
AlA (pg/ml) 8,38244345 16,683425 24,362112 10,63366337
Csa 354 DO (530nm) 0,057 0,064 0,092 0,06266666
AlA (ug/ml) 4,3900396 5,0123364 7,8613861 4,9570357
Csa 112 DO (530nm) 0,0126 0,075 0,1051 0,091
AlA (ug/ml) 0 6,1782178 8,364323 7,762376238
Csa 236 DO (530nm) 0,0126 0,203 0,144 0,093
AlA (ug/ml) 0 4,0990099 13,003301 7,96039604
Csa 381 DO (530nm) 0,0706666 0,274 0,793 0,1465
AlA (ug/ml) 5,74917492 22,362211 77,267326 13,257425
Csa 207 DO (530nm) 0,2825 0,274 0,3405 0,107
AIA (pg/ml) 26,722772 25,381188 32,2112 9,3465346
Résultats de I’effet de la température sur la production de I’AIA
(Moyennes des DO 530nm)
Température TC°32 TC28 TC°24

Csa 530 DO (530nm) 0,045 0,282616 0,349

AlA (pg/ml) 3,2079207 24,362112 33,306930

Csa 354 DO (530nm) 0,041 0,092 0,051

AlA (pg/ml) 2,8118811 7,8613861 3,8019801

Csa 112 DO (530nm) 0,03 0,1051 0,068

AIA (pg/ml) 1,7227722 8,364323 5,4851485

Csa 236 DO (530nm) 0,2515 0,144 0,2785

AlA (pg/ml) 23,653465 13,003301 26,3267327

Csa 381 DO (530nm) 0,024 0,793 0,0485

AlA (pg/ml) 1,1287128 77,267326 3,55445545

Csa 207 DO (530nm) 0,0225 0,3405 0,033

AlA (pg/ml) 0,980198 32,2112 2,019801




Résumé

Dans cette étude, six souches de Bradyrhizobium isolées de nodules racinaires de Calicotome
spinosa ont été testées pour leur capacité a produire I’AIA. Des tests visant a optimiser la
composition du milieu et les conditions de cultures ont été réalisés. L'identification de I'AIA
a été faite en vérifiant les réactions avec le réactif de Salkowski. Les résultats ont montré
que les conditions de culture et de la composition du milieu conduisaient a la production de
I’acide indole acétique (AIA) a des concentrations variées. Les souches étudiées présentent
une production maximale d’AIA en présence de 1’acide malique (57,39ug/ml) et NH4Cl
(65, 38ug/ml). L’optimisation des conditions de culture (température et pH) a également

permis de déterminer des optima de production d’AIA a (77,26pg/ml) & 28°C et pH 7.

Mots clés : Phytohormones, PGPR, Rhizosphere, Optimisation.

Abstract

In this study, six strains of Bradyrhizobium isolated from root nodules of Calicotome spinosa
were tested for their ability to produce AIA. Tests were carried out in order to optimize the
medium composition and the culture conditions. Identification of AIA was made by
checking reactions with Salkowski's reagent. The results showed that the culture conditions
and the composition of the medium led to the production of indole acetic acid (IAA) at
various concentrations. The strains studied show maximum production of IAA in the
presence of malic acid (57.39 pg/ml) and NH4Cl (65.38 pg/ml). Optimization of culture
conditions (temperature and pH) showed AIA optimum production (77.26 pg/ml) at 28°C
and pH 7.

Keywords: Phytohormones, PGPR, Rhizosphere, Optimization.



