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KAABOUCHE Ahllem

Theme : Mise en évidence de la production de phytohormones par des actinobactéries

endophytes.

Résumé :

Le présent travail a pour objectif d’étudier les mécanismes impliqués dans le biocontrole et
dans I’effet PGPB de certains isolats d’actinobactéries endophytes et rhizosphérique. La
majorité des isolats testés ont montré des résultats positifs, ils présentent une activité
antifongique vis-a-vis des champignons phytopathogenes, ils sont capables de produire des
enzymes lytiques, de I’HCN, des sidérophores, de libérer ’ammoniaque, de solubiliser les

phosphates inorganiques et de produire les gibbérellines (AG3) et I’acide indole-3-acétique
(AIA).

L’isolat le plus performant, Saccharothrix sp. MB15, a été sélectionné pour étudier les
conditions culturales permettant d’optimiser la production d’AIA. Six facteurs ont été choisis
a savoir la température (°C), la durée d’incubation (Jours), le pH, la concentration en L-
Tryptophane (g/1), le volume d’inoculum (ml) et le milieu de culture (YT ou extrait de
plantules). L’analyse des résultats a montré que I’isolat MBI15 a atteint une production
maximale de 137,36 pg d’AIA / ml et que le facteur milieu de culture est le seul qui influence
la production d’AIA par I’isolat MB15. L’identification des groupements indole produits par
I’isolat MB15 a été effectuée par chromatographie sur couche mince (CCM), les résultats

montrent que 1I’AIA est le seul indole présent dans le milieu.

A Tissue des résultats obtenus dans ce travail, 1’isolat Saccharothrix sp. MB15 s’est

caractérisé par une prometteuse possibilité d’utilisation comme biofertilisant.

Mots clé : Actinobactéries, Saccharothrix sp. MB15, effet PGPB, acide indole-3-acétique,
optimisation.
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KAABOUCHE Ahllem

Memory title: Study of the potential of actinobacteria to produce some plant hormones.

Abstract:

This work aimed to investigate the mechanisms involved in the biocontrol and PGPB
effect of some endophytic and rhizospheric actinobacteria strains. Most of actinobacterial
strains showed positive results for these mechanisms, they exhibited antifungal activity
against phytopathogenic fungi, ability to produce lytic enzymes, HCN, siderophores, released
ammonia, solubilized inorganic phosphates and produce gibberellic acid and indol-3-acetic
acid (1IAA).

The most efficient isolate, Saccharothrix sp. MB15 has been selected to highlighting the
cultural conditions for optimisation IAA production. Six factors were chosen such as
temperature, incubation period, pH, L-tryptophan concentration, the volume of inoculum and
culture medium (YT or seedling extract). The highest level of IAA production was137.36 g
d’IAA /ml) and the culture medium factor is the only one that impacts AIA production by
MB15 strain. The IAA produced was confirmed by thin layer chromatography (TLC)

analysis.

Results obtained in our study open up promising perspectives for the possible application

of Strain Saccharothrix sp. MB15 us biofertilizers.

Keywords: Actinobacteria, Saccharothrix sp. MB15, PGPB effect, Indol-3-acetic,

Optimization.
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Introduction

Introduction

Les actinobactéries constituent I’ordre des actinomycetals,ce sont des bactéries
filamenteuses, septées, ramifiées, prenant généralement le Gram-positif. Elles possédent un
coefficient de chargaff (GC%) compris entre 60-70 % (Larpent, 1989). Ils sont abondamment
distribuées dans la nature.Les actinobactéries sont importantes en raison de leur réle dans la
fertilisation des sols,et dans la synthese de composés complexes comme les antibiotiques, les

vitamines, les stérols, etc.

Les actinobactéries sont des procaryotes tres recherchés en biotechnologie grace a leur
réle important dans la production des composés bioactifs. Ce groupe de bactéries a fourni un
nombre considérable d’enzymes, de composés anti tumoraux, d’agents immunosuppressifs,
d’insecticides, d’antiparasites, d’herbicides, d’antioxydants et surtout d’antibiotiques
(Solankietal., 2008). Les actinomycétes qui habitent le sol sont d’importants décomposeurs de
la matiere organique, ce qui rend le sol fertile (Moody et al., 2001 ; Al-zarbanet al.,
2002 ;Boughachicheet al., 2005 ; et Ktouniet al., 2005).Cette fonction de biodégradation des
actinobactéries est due a la variété d’enzymes qu’elles peuvent synthétiser. En effet, les
enzymes sont apres les antibiotique les plus importants produits d par les actinobactéries
(Lopes et al., 1999).

Les actinobactéries sont connues par leur efficacité dans la protection des cultures contre
les maladies d’origine telluriques, et ellesexercent sur les plantes divers effets influencant leur
développement (Kloepper et Beauchamp, 1992 ; Glick et al., 1995). Elles solubilisent
guelques minéraux insolubles présents dans la rhizosphere telque le phosphore, ils sont
capables de fixer I’azote atmosphérique, de produire des sidérophores, et de produire certaines
phytohormones telles que les gibbérellines (AG3) et I’acide indole-3-acétique (AIA) (Merck
et al,, 2009 ; Khamna et al., 2009 ; Solans et al., 2011). Cette derniére phytohormone
synthétisée par diverses especes bactériennes, fonctionne comme une molécule signal

importante dans la régulation du développement des plantes (Loper et Schroth, 1986).

Plusieurs auteurs ont rapporté que les actinobactéries produisent, en quantité appréciable,
des phytohormones, notamment des auxines, et contribuent a I’amélioration des paramétres de
croissance des plantes cultivées (El-Tarabily et al., 2009 ; Sadeghi et al., 2012 ; Goudjal et
al., 2014 ; Toumatia, 2015, Zamoum et al., 2015 ; 2017).le travail réalisé par Ahmed et al.
(2009) ; Khamna et al. (2010) ; Goudjal et al. (2013) et Nia et Chouyeb, (2012) consiste a

étudier les conditions culturales (pH du milieu de culture, Température d’incubation, durée

1



Introduction

d’incubation, concentration en L-tryptophane) de biosynthése d’AIA pour obtenir une
production optimale de cette phytohormone.

A la lumiere de ces informations, l'objectif de notre travail est d’étudier, dans une premiére
étape, quelques mécanismes impliqués dans le biocontrdle des isolats d’actinobactéries, et en
deuxiéme étape, notre travail consiste a sélectionner le meilleur isolat ayant un pouvoir de
biosynthese de I’acide indole-3-acétique (AlA) pour optimiser les conditions culturales de la
production de cette hormone de croissance végétale.



Revue bibliographique

I. LES ACTINOBACTERIES
I.1. Historique

L’histoire des actinobactéries peut étre divisée en 5 grandes périodes. La premiére période
qui va de 1877 a 1890 environ, a été nommée période médicale du fait que I’intérét porté a ces
micro-organismes eétait du presque exclusivement aux propriétés pathogenes qu’on leur
attribuait (Baldacci, 1962).

La seconde période se rapporte a la mise en évidence et a I’étude des actinobactéries du sol
(Mariat et Seblad, 1990). Cette période couvre la découverte des conditions saprophytiques
d’habitat des actinobactéries et les premicres tentatives pour distinguer deux groupes: les

pathogeénes et les saprophytes (Mariat et Sebald, 1990).

L’époque suivante est celle de la découverte des antibiotiques produits par les
actinobactéries. Waksman a découvert, en 1944, la streptomycine produite par Streptomyces

griseus (Leminor, 1989).

Ainsi, la quatrieme période (1940-1970) peut étre définie comme une période de
développement de criteres morphologiques et biochimiques pour la classification des
actinobactéries, en parallele avec la meilleure compréhension de la physiologie de ces
bactéries, de leur intérét pour la production de métabolites secondaires et leur potentialité de

biodégradation de composes organiques (Baldacci, 1962).

Enfin, depuis les années 1960, I’essor des méthodes de génétique, initiées par Hopwood
(1973). des méthodes génomiques (Hopwood, 2003) a révolutionné la classification des
espéces (Ventura, 2007) puis les méthodes de découverte de métabolites secondaires et

d’exploration du potentiel biotechnologique de ces microorganismes (Donadio, 2002).

1.2. Caractéristiques

Les actinobactéries sont des bactéries a Gram positif avec un coefficient de Chargaff
(GC%) élevé, la majorité saprophytes, largement distribuées dans le sol, I'eau et les plantes.
Elles montrent une diversité chimique et morphologique marquée, mais forment une ligne

distincte de 1'évolution des organismes (Goodfellow et O’donnell, 1989).

Bien que les actinobactéries soient des microorganismes procaryotes, leur morphologie
ressemble fortement a celle des microorganismes eucaryotes comme les champignons

filamenteux (Osada et al. 1998). Les lignes distinctes présentent des similitudes avec les

3
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eubactéries et les champignons. 1l existe des formes de transition. mycéliennes typiques et
unicellulaires, présentant une aptitude peu marquée a former un mycélium ramifié. Le
diamétre des filaments des formes mycéliennes est toutefois environ dix fois plus faible (0,5 a

1,2 um) que celui des mycéliums de champignons (Osada et al. 1998).

Les actinobactéries sont répandus dans l'environnement et la plupart des especes sont
chimio-organotrophes, aérobies, mésophiles et croissent de facon optimale dans la gamme de
pH 5,0 & 9,0 avec une proximité optimale a la neutralité (Goodfellow et Williams, 1983).

Les actinobactéries sont présents en surface jusqu’a plus de 2 métres de profondeur, la
zone optimale étant comprise entre 2 et 15 cm (Breton et al., 1989). Les propriétés les plus
significatives des sont : leur capacité a se développer sur les substrats les plus divers et leur
aptitude a synthétiser de trées nombreux métabolites bioactifs, parmi lesquels les enzymes et

les antibiotiques qui sont les produits les plus importants (Lopes et al., 1999).

1.3.Classification

Le phylum des actinobactéries tel qu’il figure dans le Bergey’s Manual (2004) renferme
une seule classe qui est subdivisée en 5 sous-classes, 6 ordres, 13 sous-ordres (dont 9
appartiennent a I’ordre des actinomycétales), 41 familles, 193 genres et plus de 1711 espéces.

Selon et Lechevalier (1965), la position taxonomique du genre Streptomyces s'établit

comme suit :
Classe : Actinobacteria
Ordre : Actinomycétales
Sous-ordre : Streptomycineae
Famille : Streptomycetaceae
Genre : Streptomyces.

L’ordre des actinomycétales comprend des genres d’une grande variabilité morphologique
(Figure 01), allant de la forme cocci (Micrococcus) a un cycle batonnet-cocciex
(Arthorobacter) en passant par ceux formant des hyphes qui se fragmentent (Nocardia,
Rhodococcus) et ceux qui possedent un mycélium persistant et bien différencié (Oskay et al.
2004 ; Srivibool et Sukchotiratana, 2006).
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Figure 01. Principaux groupes d’actinobactéries.

Streptosporangium

Streptomyces

(Source : Stanier, 1966).

1.4. Cycle de développement

Les actinobactéries possédent une structure de procaryotes, mais un cycle biologique
semblable a certains champignons (Sanglier et Trujillo, 1997). Selon Hopwood et al., (1985),
le cycle de vie des Streptomyces débute par la germination des spores, il comprend quatre
étapes (Figure 02). L’activation peut étre déclenchée par un choc thermique, par exemple un
traitement de 5 minutes a 50°C pour les spores de Streptomyces viridochromogenes, puis le
tube de germination croit et donne des hyphes non-septés, ramifiés et ancrés dans le milieu
solide appelés le mycélium primaire, de substrat ou végétatif. Le mycélium aérien ou
secondaire, composé d’hyphes dressés, se développera ensuite sur le mycélium du substrat,
les extrémités des hyphes se cloisonnent et se différencient pour former des chaines de spores

de différents types selon I’espéce (Hopwood et al., 1985).
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Figure 02 : Cycle de développement des Streptomycétes sur milieu solide.

1.5. Relation plante-actinobactéries

1.5.1. Actinobactéries endophytes

Le terme « endophyte » sous-entend un microorganisme capable d’entrer a 1’intérieur
d’une plante et d’y survivre au moins une partie de sa vie sans provoquer de symptomes
apparents a son hote végetal. Cette définition correspond a la définition de Hallmann (2001),

pour les bactéries endophytes et inclut également les microorganismes de nature fongique.

Certains endophytes peuvent former des symbioses remarguables avec les plantes comme
c’est le cas avec les genres Rhizobium (Sessitsch et al., 2002), et Burkholderia dans les
nodules des Fabacées (Moulin et al., 2001 ; Chen et al., 2006). Plusieurs actinobactéries
endophytes ont été détectées dans de nombreuses plantes herbacées et ligneuses (EI-Shatoury
et al., 2013). Nous pouvons citer Solanum tuberosum (Manter et al., 2010), Oryza sativa
(Sessitsch et al., 2012) et Arabidopsis thaliana (Bulgarelli et al., 2012). Okazaki (2003), a

observé Microbispora sur la surface et a I’intérieur des cellules épidermiques du blé.

Les actinobactéries libérent les cytokinines (Kraigher et al., 1991), des gibbérellines
(Gogala et al., 1971) et/ou de 1’éthyléne (De Vries et al., 1987). D’autres travaux ont montré
également leur réle dans I’induction de la résistance chez les plantes a divers stress abiotiques
et biotiques (Sessitsch et al., 2002).
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1.5.2. Actinobactéries rhizosphériques

La rhizosphére est définie comme étant la zone du sol dans laquelle la microflore tellurique
est soumise aux influences des racines. Elle se limite aux premiers millimetres de sol situés
autour des racines (Campbell et Greaves 1990 ; Westover et al., 1997). La quantité de
microorganismes dans la rhizosphere est au moins 1000 fois plus importante que dans le sol
ambiant non influencé par les racines, les bactéries sont les organismes les plus variés et les

plus nombreux, leur densité est de I'ordre de 10° par gramme de sol (Davet, 1996).

Les actinobactéries représentent la fraction dominante de la microflore avec des cellules
viables de 1’ordre de 10%g dans les sols relativement sec, humique et calcaireux (Goodfellow
et Williams, 1983). Cependant dans les sols submergés, anaérobiques ou acides, le nombre est
relativement faible (10%/g sol séché). Williams et Wellington (1982), ont rapporté que parmi
les actinobactéries, la fréquence d’isolement des Streptomyces est de 95,3%, des Nocardia de
1,98%, des Micromonospora de 1,4%, des Actinoplanes de 0,20%, des Microbispora de
0,18%, des Actinomadura, des Streptosporangium de 0,10%, Thermoactinomyces 0,14%,

Thermomonospora 0,22% et des Pseudonocardia de 0,06%.

1.6. Intérét des actinobactéries dans le domaine agronomique

Les actinobactéries jouent un role important dans 1’amélioration de la qualité du sol
agricole (fertilisation des sols) (Aouar, 2012). Le genre Frankia est capable de fixer I’azote
atmosphérique chez plusieurs plantes dicotylédones autres quelles légumineuses (Goodfellow
et williams, 1983) et jouent un rdle dans la fertilisation de sol (Sarma et al., 2003 ; Prescott et
al., 2007). Les actinobactéries sont capables de produire des substances insecticides,
herbicides (Zhang et al., 1998) et antiprotozoaires tres puissants telles que les avermectines et

les milbémycines (Nolan et Cross, 1998).

Les actinobactéries sont connus aussi pour leur pouvoir PGPR (Plant Growth Promoting
Rhizobacteria). Elles solubilisent quelques minéraux insolubles présents dans la rhizosphere
tel que le phosphore et ils sont capables de produire certaines phytohormones et des
sidérophores (Khmna et al., 2009 ; Solans et al., 2011).

Le pouvoir antagonisme des actinobactéries peut étre exploité dans le domaine
agronomique pour remédier a certaines maladies de plantes. Elles sont efficaces pour le
biocontrble des agents phytopathogenes d’origine tellurique ou foliaire (Crawford et al., 1993

; Toumatia, 2015) et leurs antibiotiques sont intéressants pour la lutte contre les maladies des
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plantes d’origine microbienne (Merrouche, 2004 ; El-Tarabily et Sivasithampar, 2006). Ces
caractéristiques des actinobactéries en font des candidats de choix pour une éventuelle

utilisation en lutte biologique sous forme de biopesticides (Toumatia, 2015).
|.7.Mécanismes impliqués dans le biocontrole et dans I’effet PGPB
1.7.1. Mécanismes impliqués dans le biocontrdle

» Production des enzymes lytiques

La lyse des parois cellulaires par les enzymes dégradatives excrétées par les
microorganismes est une fonction bien connue du mycoparasitisme. Les protéases et les
cellulases sont d’importantes enzymes produites par les actinobactéries et spécialement dans
le contrble fongique, par leurs activités dégradatives de composés des parois cellulaires
(Schroth et Hancock, 1981 ; Chet, 1987 ; Lorito et al., 1996).

» Production de I’acide cyanhydrique (HCN)

Certains gaz volatiles comme I’HCN (antibiotique), sont connus par leur action efficace
contre les champignons phytopathogenes, en bloquent leurs respirations. La production de
I’HCN est une activité trés commune chez les especes appartenant au genre Streptomyces

(Schippers et al., 1990).

Dafago et al., 1990, suggerent que la production de I’acide cyanhydrique provoquerait sur
la plante un stress auquel elle réagirait par une augmentation de son systéme racinaire et de sa

résistance naturelle.

1.7.2. Mécanismes impliqués dans I’effet PGPB (Plant Growth Promoting Bacteria)
» Solubilisation des phosphates inorganiques

Les phosphates ont de fortes réactivités avec le Calcium, le Fer et I’Aluminium dans les
sols, ce qui les rendent insolubles. Par conséquent, une trés faible quantité de phosphate sera
assimilable par les plantes (Gyanshwar et al., 2002 ; Hamdali et al., 2008). En vue de combler
ce déficit, des amendements d’engrais phosphatés sont effectués dans les sols, le plus souvent,
riches en phosphates insolubles. Une grande partie des phosphates ajoutés sera rapidement
immobilisée dans le sol et deviendra par conséquent inaccessible pour les plantes (Rodriguez
et Fraga, 1999).
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Il a été démontré que certaines actinobactéries sont capables de solubiliser les complexes
phosphatés insolubles et rendre ainsi le phosphate accessible a la plante (Hamdali et al.,
2008). La transformation de ces complexes insolubles par des actinobactéries bénéfiques en
remédier a 'utilisation intensive des engrais chimiques et a 1’accumulation des phosphates

insolubles dans le sol (Rodriguez et al., 2006).
» Libération de ’ammoniaque

La fixation biologique de I’azote par les actinobactéries du sol est considérée comme 1’un
des principaux mécanismes par lequel les plantes bénéficient de I’association microbienne.
L’azote est un élément essentiel bien connu pour la croissance et le développement des

plantes.

L’utilisation de bio-engrais tels que les actinobactéries 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 1’environnement et a baisser le colt de la
production. Ainsi, Fgueiredo et al., (2008) ont rapporté que, au cours des deux derniéres
décennies, I'utilisation de PGPR pour le développement durable de I’environnement et de

’agriculture a considérablement augmenté dans plusieurs régions du monde.

Les microorganismes prennent de 1’importance dans 1’agriculture en favorisant la
circulation des éléments nutritifs (Sahin et al., 2004 ; Orhan et al., 2006). L’un des avantages
des actinobactéries diazotrophes est de fournir aux plantes 1’azote en échange du carbone
libéré comme exsudats racinaires. Toutefois, la disponibilité¢ du carbone comme source
d’énergie est requise pour la fixation intensive de I’azote. Ceci impose a ces diazotrophes de
vivre prés des plantes soit dans la rhizosphere, le rhizoplan ou endophytes. Les
microorganismes, a association symbiotiques, produisent 80% de I’azote et le reste provient

des systemes libres ou associés (Graham, 1998)
» Production des phytohormones

Plusieurs études sont montré le role des actinobactéries rhizosphérique ou endophytes dans
la promotion de la croissance des plantes, notamment par la synthése d’acide indole-3-
acétique (AIA) (El-Tarabily, 2008 ; El Tarabily et al., 2009 ; Solans et al., 2011 ; Goudjal et
al., 2013), d’acide gibbérellique (AG3) (Bottini et al., 2004) et de cytokinines (Timmusk et
al., Ting et al., 2008).
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Durant ces derniéres années, plusieurs espéces d’actinobactéries endophytes, notamment
ceux appartenant aux genres Streptomyces, ont été étudiées pour leur faculté a produire des
phytohormones et pour leur réle dans la promotion de la croissance des plantes cultivées.
Certaines espéces ont été formulées et commercialisées en tant que biopesticides a effet PGPB
(Cao et al., 2005 ; Shi et al.,2009 ; Ruanpanun et al., 2010).

1.2. HORMONES DE CROISSANCE VEGETALES

Les hormones végetales participent a la régulation de la croissance et du developpement
des plantes, en réponse notamment aux facteurs environnementaux, le terme "hormone™ se
référe a des substances organiques actives a tres faible concentration et qui, produites dans un
tissu, sont le plus souvent transportées vers un autre tissu ou elles déclenchent une réponse
physiologique donnée. Les familles d’hormones végétales les plus connues sont les
gibbérellines, les cytokinines, 1’acide abscissique et les auxines, éthylene,...etc. (Chafika et
al., 1997).

1.2.1. Gibbérellines

Des études récentes chez le riz ont montré que les gibbérellines synthétisées par les
antheres et dans les embryons en développement sont transportées pour contrbler la
croissance d'autres organes floraux et des fruits (Kaneko et al., 2003). De facon similaire, les
gibbérellines produites dans I'embryon pendant la germination doivent étre transmises aux
cellules de I'aleurone pour induire I'expression des enzymes hydrolytiques. D’aprés Ogawa et
al., (2003), les gibbérellines sont des antagonistes de la fonction de I'ABA dans les graines.
Cependant, des analyses du transcriptome de la germination d'Arabidopsis suggérent que les

gibbérellines diminuent I'expression des ABA et par conséquent, induisent la germination.

Les gibbérellines synthétisée par des actinobactéries endophytes sont également
impliquées dans 1’induction de la germination en provoquant la sortie de la radicule a travers
la graine et induisent 1’expression des genes impliqués dans la modification de la paroi

cellulaire (Peng et Harberd, 2002 ;Ogawa et al., 2003 ; Goudjal et al., 2013).
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Figure 03: Structure chimique des gibbérellines.

1.2.2. Cytokinines

Les cytokinines sont des composés phényl-urée derivés de la N-adénine. La zéatine et la
cytokinine sont la plus commune chez les plantes. Le site de synthése des cytokinines serait
principalement localisé dans la pointe des racines, par la suite elles sont transportées par le

xyléme depuis les racines jusqu'aux tiges et les feuilles (Mok et Mok, 2001).

Les cytokinines sont des composés phényle-urée dérivés de la N-adénine synthétisees par de
nombreuses actinobactéries rhizosphériques ou endophytes (Ting et al.,2008) Elles jouent un
role trés important dans différent processus physiologiques et de développement des plantes
comme la division cellulaire, la régulation de la croissance des racines, la sénescence et la
réponse aux stress et aux agent pathogenes (Mok et Mok, 2001). Elles sont impliquées dans la
division cellulaire, elles retardent la sénescence des feuilles et I'application de cytokinines

peut libérer les bourgeons latéraux de la dormance apicale (Raven, 1992).

11
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Source : (Antonio et al, 1996).
Figure04: Structure chimique des cytokinines.

1.2.3. Acide abscissique

L'acide absicissique (ABA), appartient a la grande famille des isoprénoides. Ces molécules
ont pour origine commune la polymérisation de deux précurseurs a cing atomes de carbone :
I’isopentényl phosphate (IPP) et son isomeére, le diméthylallyl pyrophosphate (DMAPP).
Ainsi ’IPP est une molécule centrale du métabolisme. Elle est le précurseur de nombreux
composés comme les caroténoides, les quinones, les chaines de chlorophylles, les stérols ou

les cytokinines (Cunningham et al. 1998).

Les effets de ’ABA sont divers : fermeture des stomates; induction du transport des
produits de la photosynthése des feuilles vers les graines en développement; induction de la
synthese des protéines de réserve dans les graines; embryogenése. Elles peut affecter
I'induction et le maintien de la dormance dans les grains et des bourgeons de certaines espéces
(Raven et al., 1992).

(Source : Antonio et al. 1996).
Figure05 : Structure chimique de I’acide absicissique (ABA).

12
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1.2.4. Auxines
1.2.4.1. Biosynthése

Des études ont montré que cette molécule est synthétisée par la plante principalement a
partir du tryptophane. 1l a été envisagé une voie secondaire de biosynthése a partir d’indole
(Cohen et al. 2003). Le tryptophane est tout d’abord transformé en indole-3-acétaldoxime
(Figure 09) sous I’action d’enzymes a cytochromes P 450.L’acide indole-3-acétique est alors

obtenu via des réactions d’oxydation de 1’indole-3-acétaldoxime (Cohen et al. 2003).

o OH
0 OH 0
(I AN
|
i M N ;
Tryptophane Indole-3-acétaldoxime Acide indole-3-acétique

(Source : Antonio et al., 1996).
Figure 06 : Etapes de biosynthése de ’acide indole-3-acétique (AIA).

1.2.4.2. Transport et stockage

La forme majeure de l'auxine dans les plantes est I’AIA. Les meéristémes, les tissus

vasculaires et les organes reproducteurs sont capables de produire I’AIA (Cheng et al., 2006).

L’ AIA peut agir sur toutes les parties de la plante et doit donc étre transportée des feuilles
jusqu’aux racines. Deux meécanismes de transport de 1’auxine ont ét¢ mis en évidence : le

transport par voie apolaire et le transport par voie polaire (Benjamins et al. 200).
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Figure 08: Transport d’auxine dans le systeme racinaire, a) Le transport polaire améne 1’auxine en bas de la
racine, b) L’auxine se concentre en bas de la racine et diffusé dans les cellules adjacentes, c) Le transport

apolaire ramene 1’auxine dans la partie supérieure de la plante, d) Schéma général du transport de 1’auxine.

1.2.4.3. Role de ’AIA

L’auxine (AIA) est une phytohormone le plus souvent produite par les actinobactéries a
effet PGPB (Patten et Glick, 2002). Les actinobactéries synthétisent I’AIA a partir de son
précurseur, 1’acide indole-3-butyrique (AIB). Dans cette voie de synthese, le L-tryptophane
est d’abord transformé par une désamination oxydative en AIB pour subir ensuite une
décarboxylation oxydative et donner 1’acide indole-3-acétaldéhyde. Ce dernier composé est
ensuite oxydé en AIA (Patten et Glik, 2002).

L’AIA, stimule la germination des graines de blé, 1’élongation racinaire, les formations
des racines latérales et la croissance des plantes par son effet sur la division cellulaire (Duca
etal,. 2014).

Cette hormone participe également au contrdle de la croissance des fruits, de la dormance
apicale, de 1’¢élongation des tiges et de nombreux processus mettant en jeu la division et la
différenciation cellulaires (Figure 09). Ainsi, I’AIA est bien connu pour déclencher les
divisions du cambium et favoriser 1’apparition de racines adventives sur les boutures tout en

inhibant leur élongation (Chafika et al, 1997).
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Figure 09. Réle de I’acide indole-3-acétique dans 1’amélioration de la croissance végétale.
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PARTIE Il : MATERIEL ET METHODES
11.1. Matériel biologique

Les isolats d’actinobactéries utilisés pour la réalisation de notre travail sont issus des
travaux précédents dans le cadre des projets de fin d’étude réalisés au département
d’Agronomie de I’université de Laghouat. Les souches ont été préalablement isolées, purifiées
sur milieu de culture ISP2 (International Streptomyces Project), et identifiées au niveau du
laboratoire de microbiologie de 1’universit¢ de Laghouat. Un total de 10 isolats
d’actinobactéries présentées par les souches Streptomyces sp. SN6, Streptosporangium sp.
SG20, Nocardia sp. MB22, Saccharothrix sp. MB15, Streptomyces sp. ML2, Streptomyces
sp. AP4, Saccharothrix sp. MB29, Streptomyces sp. ZL2, Nocardia sp. MB23, et
Streptomyces sp. ZP1 ont été retenus pour réaliser ce travail.

11.2. Méthodes d’étude

11.2.1. Test de production des protéases

Les 10 isolats d’actinobactéries ont été testés pour leur capacité a produire des protéases
sur le milieu SMA (Skim Mlik Agar), en suivant la méthode décrite par Hariprasad et
Niranjana (2009). Le test consiste a déposer un disque (@ = 6 mm) d’une culture active, de
chacune des isolats étudiés, a la surface du milieu. Aprés incubation & 30°C pendant 7 jours,

la présence d’un halo clair autour des colonies indique la production des protéases.
11.2.2. Test de production des cellulases

La méthode modifiée de Nirmala et Sindhu (2011), a été utilisée pour déterminer la
production des cellulases par les isolats d’actinobactéries qui ont ét€¢ ensemencées sur milieu
ISP9 additionné de la Carboxy méthyl cellulose (CMC) comme seule source de carbone. Les
boites sont ensuite incubées a 30°C pendant 7 jours. La production de cellulases est indiquée

par ’apparition d’un halo clair autour des colonies.

Absence d’un halo ——0 4 k .
i ,‘4—( Halo clair |

Milieu de culture CMC }—»O O<—|

Isolat testé |

Figure 09.Schéma représentatif de la méthode de la production des cellulases.
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11.2.3.Production de I’acide cyanhydrique (HCN)

L’étude de la capacité des souches d’actinobactéries a produire I’acide cyanhydrique est
effectuée selon la méthode de Lork (1948). Les isolats ont été ensemencés sur milieu Bennett
additionné de 4 g de la glycine. Du papier Whattman stérile, imprégné d’une solution de
picrate de sodium, est déposé au centre du couvercle d’une boite de pétri de 60 mm de
diametre (Figure 02). Celle-ci est scellée avec du papier paraflim et incubée dans une étuve a
30°C pendant 4 jours. Le développement d’une couleur orange a rouge indique la production
d’HCN.

Figurel0 : Photographie montrant le test de la production d’HCN (Originale, 2018).

11.3. Activité d’antibiose in vitro

Afin de mettre en évidence ’activité antifongique des souche d’actinobactéries, la méthode
des stries croisés décrite par (Zitouni et al., 2005) a été utilisée. Elle consiste a ensemencer
I’actinobactérie dans une boite de Pétri contenant le milieu ISP2 sur une seule ligne
horizontale. Apres une incubation a 30°C pendant 7 jours, les champignons phytopathogénes
testés sont ensemencés par stries perpendiculaires a celle de 1’actinobactérie (Figure 11). Les
boites ont été ensuite ré-incubées a 30°C pendant 5 jours. Les zones d’inhibition, exprimées
en millimétre (mm), ont été mesurées entre la limite de la croissance mycélienne de

I’actinobactérie et celle du champignon.

Strie de I’actinobactérie \/\

Strie des champignons cibles

Figure 11 : Schéma représentant du test d’antibiose selon la méthode des stries croisées (Originale, 2018).
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11.4. Production des sidérophores

La technique décrite par Schwyn et Neilands (1997) a été adoptée pour tester la capacité
des souches d’actinobactéries a produire des sidérophores. Deux milieux de culture ont été
utilises : AIM sans Fer et le milieu CAS-bleu agar (ChormeAzurol S). Cette technique
consiste a deposer des disques (6 mm de diamétre) d’une culture active de chacune des
souches étudiées a la surface du milieu de culture. Aprés incubation des boites dans I’étuve a
30°C pendant 7 jours, on note la croissance sur milieu AIM sans Fer et la présence ou
I’absence d’un halo clair autour des colonies sur milieu CAS-bleu agar, qui indique la

production ou non des sidérophores.

Figure 12. Photographies montrant I’ensemencement des souches d’actinobactéries sur le milieu CAS-bleu

agar (Originale, 2018).
11.5. Solubilisation des phosphates inorganiques en milieu solide

La méthode décrite par Gaur (1990), permet d’évaluer la capacité de nos souches a
solubiliser des phosphates sur milieu Pikovskaya contenant du Cas(POas)2, AIPO4 ou FePO4

comme trois sources différentes de phosphate inorganique (Pikovskaya, 1948).

Un explant de 6 mm de diamétre d’une culture active de 1’actinobactérie testé est déposé a
la surface du milieu solide puis incubé a 30°C pendant 7 jours. Le diamétre du halo autour de
la colonie indique la solubilisation de la source de phosphate inorganique, présente dans le

milieu, par la souche d’actinobactérie.

11.6. Libération de ’ammoniaque

Les souches d’actinobactérie testées ont été inoculées dans des fioles Erlenmeyrs contenant

50 ml de I’eau peptonée, puis incubées en agitation permanente (200 rpm, a 30°C) pendant 7
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jours. Les cultures sont centrifugées a 4000 tour pendant 15 min.1 ml du réactif de Nessler est
ajouté a 1 ml du surnageant et le mélange est complété a 10 ml par I’cau distillée. Apres
incubation pendant 2 h a I’obscurité, le développement d’une couleur jaune brunatre ou

orange indique la libération de I’ammoniaque (NH3).
11.7. Production des gibbérellines (AG3)

La méthode décrite par Tien et al. (1979) a été adoptée pour tester la production de I’AG3
par les isolats d’actinobactéries. Un millilitre de la suspension de spores a été introduite dans
des fioles Erlenmeyer contenant 50 ml du milieu ISP2 liquide. Aprés incubation a 30°C
pendant 5 jours sous agitation permanente (200 rpm), les cultures sont centrifugées a 4000
tour durant 30 min et le surnageant obtenu est acidifié a pH 2,5 puis centrifugé a nouveau de

la méme maniére.

L’extraction de I’AG3 du surnageant des cultures est effectuée par un volume égal
d’acétate d’éthyle dans une ampoule a décanter. Aprés décantation, la phase organique est
récupérée et I’AG3 est extrait a nouveau par un volume égal d’acétate d’éthyle. La phase
organique est récupérée pour la mesure de la densité optique a 250 nm, a ’aide d’un

spectrophotometre UV-Visible.
11.8. Production de I’acide indole-3-acétique(AlA)

La production de 1’acide indole-3-acétique est testée sur le bouillon YT (Yeast-extract
Tryptone) auquel est ajouté du L-tryptophane (1g/1) pour la production de I’AIA (Penrose et
Glick, 2003). Le milieu est ensemencé par 1 ml de la suspension de spores des
actinobactéries, et incubé dans un shaker (200 rpm a 30°C) pendant 5 jours (figure 05).

Figurel3. Photographies montrant des étapes expérimentales du test de production d’AIA (Originale, 2018).

Les cultures sont centrifugée & 4000 tour /15 min, un ml du surnageant est mélange ensuite

avec 2 ml du réactif de Salkowski. L apparition de la couleur rouge indique la production du
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groupement indole par la souche. Le dosage colorimétrique est réalisé selon la méthode de
Loper et Scroth (1986). La Densité Optique (DO) est mesurée a 530 nm a I’aide d’un
Spectrophotometre (biochrom Libra S6). Quelques étapes expérimentales sont représentées

par les photographies de la figurel4.

Figure 14. Photographies montrant de dosage de I’ AIA (Originale, 2018).

» Chromatographie sur couche mince (CCM)

En vue de confirmer la production de I’acide indole-3-acétique (AIA) par les isolats
d’actinobactéries, une chromatographie sur couche mince a été effectuée. L’ AIA produit par
les souches testées a été récupéré dans I’acétate d’éthyle et déposé sur la ligne de base d’une
plague chromatographique (Salica Gel GF254, thickness 0.25 mm, Merck, Germany) puis
développé en présence d’un témoin (AIA pure) dans un systéme de solvant composé d’acétate
d’éthyle / chloroforme/ acide formique (50/35/10, v/v/v). Les Rf ont été calculés pour ces

taches par la formule suivante :

[ Rs=Hauteur de la tache/ Hauteur du front du solvant ]

Les taches de méme Rf avec I’ATA pur qui apparaissent sous lumiére UV (254 nm) ont été
considérées comme AlA.

Apres confirmation de la production d’AIA par CCM, la quantité d’AIA produite par les
souches d’actinobactéries, exprimée en pg/ml de surnageant de culture, a été déterminée par
extrapolation des densités optiques obtenues dans une courbe d’étalonnage tracée par

différentes concentrations d’AIA pur.
11.9.0ptimisation des conditions de production d’AIA

Les actinobactéries sont connues par la production des auxines pour cela le meilleur isolat
producteur d’AIA est sélectionné pour une optimisation des conditions culturales en vue

d’avoir une production maximale d’AIA.
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Le plan d’expérience utilisé est celui de Plackett-Burman, et cela afin d’étudier et de
déterminer 1’effet de 6 facteurs sur la concentration d’AIA dans les surnageant de culture
liquide de I’isolat d’actinobactéries. Dans les différents essais réalisés, nous avons varié les 6

facteurs choisis selon 2 niveaux (maximum et minimum). Chaque essai a été répété trois fois.

11.9.1.Préparation de I’expérimentation

v Choix de la réponse

La réponse choisie dans notre expérimentation est la concentration d’AlA exprimée en

pg/ml dans le surnagent de culture de la souche.
v" Choix des facteurs

L’examen attentif du procédé de la production d’AlA par I’isolat d’actinobactéries testées

montre qu’il faut retenir les 6 facteurs suivants :

e Facteur 1: Tempeérature d’incubation (X1).

e Facteur 2 : La durée d’incubation (X2).

e Facteur 3 : Volume de I’inoculum (Xa).

e Facteur 4 : La quantité du L-tryptophane(Xa).
e Facteur 5: Le pH du milieu de culture(Xs).

e Facteur 6 : Le milieu de culture (Xs).

v Domaine d’étude

Selon 1’analyse du procédé de la production d’AIA, les niveaux hauts (maximum) et bas

(minimum) de chaque facteur sont définis comme 1’indique le tableau suivant :

Tableau 01. Domaine d’étude de ’expérimentation.

Facteurs Niveau minimum (-1)  Niveau maximum (+1)  Unité

X1 25 35 °C
X2 4 6 Jours
X3 0,5 1,5 ml
X4 0,5 1,5 g/l
X5 6,5 7,5 /
X6 YT modifié Extrait de plantules du blé /
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11.9.2. Planification de I’expérimentation

Le logiciel Minitab 2017 a été utilisé pour établir le plan d’expérience de Plackett-Burman.
Le tableau 02 rassemble les données concernant chaque essai réalisé au cour de

I’expérimentation.

Tableau 02. Matrice d’expériences du plan de Plackett-Burman.

Ne d’essai X1 X2 X3 Xa Xs X6

1 +1 -1 +1 -1 -1 -1
2 +1 +1 -1 -1 -1 -1
3 -1 +1 +1 -1 +1 -1
4 +1 -1 +1 -1 -1 +1
5 -1 +1 -1 -1 +1 -1
6 +1 +1 +1 -1 +1 +1
7 -1 +1 +1 -1 -1 +1
8 -1 -1 +1 -1 +1 -1
9 -1 -1 -1 -1 +1 +1
10 +1 -1 -1 -1 +1 +1
11 -1 +1 -1 -1 -1 +1
12 -1 -1 -1 -1 -1 -1

11.9.3. Préparation des milieux de culture

Pour préparer 1’extrait de plantules du blé, ces dernieres ont été lavées a 1’eau de robinet,
séchées a D’air libre puis broyées a 1’aide d’un broyeur pour obtenir une poudre fine. Par la
suite, une décoction a été préparée a raison de 40 g de la poudre de plantules par litre d’eau
distillée. Le mélange a été filtré pour obtenir une suspension utilisée comme milieu de culture

pour tester la production d’AIA par I’isolat sélectionné.

Le bouillon YT (Yeast-extract Tryptone) a été préparé, selon la méme méthode décrite

précédemment, pour étudier la production d’AIA par I’isolat d’actinobactérie sélectionné.

Cependant, les modifications apportées aux milieux de culture utilisés ont été faites suivant

la matrice d’expériences du plan Plackett-Burman présentée dans le tableau 02.
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11.10. Traitement de données

Aprés la réalisation des expériences, la détermination des facteurs ayant un effet
significatif sur la production d’AIA par I’isolat d’actinobactéries, nous avons réalisé
I’ Analyse de la Variance (ANOVA) a I’aide du logiciel Minitab 2017. Les histogrammes ont
été réalisés par Microsoft Office Excel 2010.
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1. RESULTATS ET DISCUSSION

Notre travail porte sur 1’étude de I’effet de PGPB de 10 isolats d’actinobactéries
endophytes et rhizosphérique appartenant a différents genres.

La caractérisation des isolats porte sur 1’étude de leur capacité & produire des enzymes
lytiques, ’HCN, I’ammoniaque, des sidérophores, I’AG3, I’AIA, et a solubiliser les

phosphates inorganiques.
I11.1.Production d’enzymes lytiques

Les isolats d’actinobactéries ont été étudiés pour leur capacité a produire les enzymes
Iytiques. La présence d’un halo clair autour des colonies d’actinobactéries indique la

production d’enzymes lytiques (Figurel5).

Egpe—

I——

Figurel5. Photographie représente la présence d’un halo clair autour des colonies d’actinobactéries.

Les résultats de la production d’enzymes lytiques sont mentionnés dans le tableau 03.
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Tableau 03. Résultats du test de production de protéases et des cellulases.

Enzymes lytiques

Isolats Cellulases Protéases
Croissance @ halo (mm) Croissance @ halo (mm)
Streptomyces sp. AP4 - 00 -/+ 09
Saccharothrix sp. MB15 + 09 - 00
Nocardia sp. MB22 - 00 + 29
Nocardia sp. MB23 - 00 + 19
Saccharothrix sp. MB29 - 00 - 00
Streptomyces sp. ML2 + 11 - 00
Streptosporangium sp.SG20 - 00 - 00
Streptomyces sp. SN6 + 12 + 18
Streptomyces sp. ZL.2 + 08 - 00
Streptomyces sp. ZP1 + 16 +++ 27

() pas de croissance ; (+) croissance moyenne; (++) croissance importante ; (+++) croissance tres

importante.

Les résultats du tableau ci-dessus montrent que 50 % des isolats testés ont une activité
protéolytique positive, et également 50% des isolats présentent une activité cellulolytique
positive. Cependant, certains isolats ayant une activité protéolytique positive ne présentent pas
une activité cellulolytique. La meilleure activité protéolytique a été observée chez la souche
Nocardia sp. MB22 et Streptomyces sp. ZP1, ou nous avons enregistré un diamétre du halo

clair autour des colonies de 29 mm et de 27 mm respectivement.

Les actinobactéries sont connues par leur production d’enzymes lytiques pour dégrader les
protéines et la cellulose. Plusieurs travaux ont montré que différentes especes du genre
Streptomyces sont capables de produire des protéases et des cellulases (Toumatia et al.,
2014).

D’aprés nos résultats, les souches d’actinobactéries testées sont capables de produire des
enzymes lytiques (cellulase, protéase). Ces résultats sont en accords avec ceux obtenus par
Nia et Chouyeb (2012).

Nous pouvons conclure que les isolats productrices des enzymes lytiques sont capables
d’une part, de dégrader la matiere organique ce qui donnent une meilleure fertilité au sol et
d’autre part, elles ont une activité antifongique vis-a-vis de champignons phytopathogenes en
dégradant les protéines de leurs parois (Dierckx et Dewettink, 2002 ; Ralet et al., 2002).
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111.2. Production de I’acide cyanhydrique (HCN)

Les 10 isolats d'actinobactéries testés ont été étudiés pour leur capacité a produire I’acide
cyanhydrique. L’apparition de la couleur rouge a orange sur le papier Whattman (Figure 16),
indique la production de composés volatiles par les isolats d’actinobactéries testés, plus

précisément la production de ’HCN.

A B

” *‘_ )

Figurel6. Couleur jaune du papier avant I’incubation (A), aprés incubation couleur rouge (B).
Les résultats de ce test sont mentionnés dans le tableau 02.

Tableau 04. Production de ’'HCN par les isolats d’actinobactéries.

Isolats d’actinobactéries Production d’HCN

Streptomyces sp. AP4 -

Saccharothrix sp. MB15 +
Nocardia sp. MB22 +
Nocardia sp. MB23 +
Saccharothrix sp. MB29 +

Streptomyces sp. ML2 -

Streptosporangium sp. SG20 +

Streptomyces sp. SN6 -

Streptomyces sp. ZL2 +

Streptomyces sp. ZP1 -

(-) pas de production; (+) production moyenne

D’apres les résultats du tableau précédent, les isolats Saccharothrix sp. MB15, Nocardia
sp. MB22, Nocardia sp. MB23, Saccharothrix sp. MB29, Streptosporangium sp. SG20, et
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Streptomyces sp. ZL2 sont capables de produire 1’acide cyanhydrique. Cependant, pour les
isolats ZP1, SN6, ML2, AP4, aucun changement de couleur n’a été constaté.

La production de I'HCN est parmi les mécanismes les plus efficaces dans le biocontréle
des champignons phytopathogenes telluriques. Ces composés interviennent au niveau de la
chaine respiratoire de I'agent phytopathogénes, en inhibant I'activité du cytochrome oxydase
(Toumatia, 2015). De plus, plusieurs travaux ont montrés I'efficacité de Streptomyces
productrices de I'HCN dans le biocontréle de certains champignons phytopathogenes des sols
(Fusarium spp., Pythium spp., Rhizoctonia spp.) ou le contact direct entre les deux

microorganismes n'est pas nécessaire (Ahmad et al. 2008).
I11.3 Activité d’antibiose in vitro

L’activit¢ d’antagonisme in vitro des souches d’actinobactéries testées ont été

étudiées,selon la méthode de stries croisées, vis-a-vis de trois champignons phytopathogénes.

Les résultats liés aux zones d’inhibition exprimées en mm sont représentés dans le

tableau 05.

Tableau 05.Activité antifongique des souches d’actinobactéries selon la méthode des stries croisées.

Zone d’inhibition (mm)

Isolats F.graminearum F.culmorum  B.sorokiniana
Streptomyces sp. AP4 00 00 00
Saccharothrix sp. MB15 22.3 12 14
Nocardia sp. MB22 10.2 17.9 29.0
Nocardia sp. MB23 10 11 19
Saccharothrix sp. MB29 16 15 07
Streptomyces sp. ML2 19.0 15.0 26
Streptosporangium sp.SG20 20 22 19
Streptomyces sp. SN6 00 00 00
Streptomyces sp. ZL.2 16 15 16
Streptomyces sp. ZP1 13 10 10

Les souches MB15, ML2, SG20, ZL2, ont une trés bonne activité antifongique qui est
enregistrée contre les trois souches fongiques ciblées par ce test. Les resultats des mesures de
la longueur des zones d’inhibition de la croissance de B.sorokiniana confronté aux souches

d’actinobactéries testées, indiquent que les souches MB15 et ML2 ont significativement un
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bon potentiel d’inihiber la croissance de ce champignon, avec un aventage marqué pour la
souche MB22 : 29.0, MB22 : 29.0 mm).

Les actinobactéries sont bien connus pour leur capacité a produire des produits naturels de
structures complexes et avec diverses activités biologiques.

Les actinobactéries endophytes du genre Streptomyces ont inhibé la croissance de trois
champignon. Les résultats de la présente étude corroborent avec plusieurs travaux qui ont
indiqué I’inhibition de champignon par Streptomyces.

I11.4. Production des sidérophores
Les isolats d’actinobactéries ont été testés pour la production de sidérophores. Les résultats

de ce test sont représentés dans le tableau 06.

Tableau 06. Résultats de la production des sidérophores

Isolats d’actinobactéries CAS- Belau agar AIM sans fer
Croissance @ halo (mm) Croissance
Streptomyces sp. AP4 + 8 +
Saccharothrix sp. MB15 - 0 -
Nocardia sp. MB22 - 0 -
Nocardia sp. MB23 - 0 -
Saccharothrix sp. MB29 + 7 +
Streptomyces sp. ML2 - 0 -
Streptosporangium sp.SG20 + 0 -
Streptomyces sp. SN6 ++ 16 +
Streptomyces sp. ZL.2 + 8 -
Streptomyces sp. ZP1 - 0 -

(-) pas de croissance ; (+) croissance moyenne ; (++) croissance importante.

Nos résultats montrent que 06 isolats (Streptomyces sp. AP4, Saccharothrix sp. MB29,
Streptosporangium sp. SG20, Streptomyces sp. SN6, Streptomyces sp. ZL2, Streptomyces sp.
ZP1) produisent les sidérophores sur le milieu CAS-bleu agar. La dépendance des
actinobactéries en fer a été étudiée sur le milieu AIM sans fer. Les résultats montrent que 70

% des isolats ne peuvent pas croitre sur le milieu AIM sans fer.

Nos résultats sont en accord avec ceux trouvés par plusieurs chercheurs qui montrent le
role de plusieurs isolats de Streptomyces, producteurs des sidérophores, dans le biocontrole de
nombreux microorganismes phytopathogénes (Jang et al. 2005 ; Hamdali et al. 2008 ;
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Hamdali et al., 2010). D’aprés Getha et al. (2005), la production de sidérophores par
Streptomyces est tres efficace dans la lutte biologique.

La croissance des isolats testés sur le milieu CAS-bleu agar indiquent leur capacité a
chélater le fer. L’absence de croissance des isolats d’actinobactéries sur le milieu AIM sans
fer indique leur dépendance au fer.

Le fer est un élément essentiel pour la croissance et la survie de la plupart des
champignons phytopathogenes (Eisemdle et al., 2004). Plusieurs chercheurs ont constatés que
certains actinobactéries ont la capacité de produire des composés de faibles poids
moléculaires (sidérophores). Ces molécules permettent a ces microorganismes de chélater le
fer du milieu et ainsi d’inhiber la croissance des agents phytopathogénes (Chet et Inbar, 1994;
Bouitez et al., 2004).

I11.5. Solubilisation des phosphates inorganiques

Les résultats de la solubilisation des phosphates inorganiques par les 10 isolats

d’actinobactéries sont mentionnés dans le tableau 07.

Tableau 07. Résultat de la solubilisation des différentes sources de phosphates inorganiques par les isolats

d’actinobactéries.

Solubilisation des phosphates inorganiques

Isolats d’actinobactéries Casz(POa), Al(PO.), Fe(POu):
Croissance @halo Croissance @halo  Croissance
Streptomyces sp. AP4 + 12 +/- 7,2 -
Saccharothrix sp. MB15 + 14,2 - 00 -
Nocardia sp. MB22 + 11 - 00 -
Nocardia sp. MB23 + 11 - 00 -
Saccharothrix sp. MB29 - 00 - 00 -
Streptomyces sp. ML2 + 11 + 8,3 -
Streptosporangium sp. SG20  ++ 19,4 ++ 10 -
Streptomyces sp. SN6 + 12 - 00 -
Streptomyces sp. ZL2 + 16,7 ++ 9,1 -
Streptomyces sp. ZP1 + 14 - 00 -

(-) pas de croissance ; (+) croissance moyenne ; (++) croissance importante.

L’analyse des résultats obtenus dans le tableau 07, montre que 90% des isolats sont
capables de se développer sur le milieu Pikovskaya contenant le phosphate tricalcique comme
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source de phosphate inorganique. Tous les isolats présentent une trés bonne croissance, par le
développement de colonie sur milieu de culture et la formation d’un halo tout autour des
colonies sauf I’isolat Saccharothrix sp. MB29. Cette solubilisation est caractérisée aussi par
la disparition de 1’opacité du milieu. Par contre, I’utilisation des autres sources de phosphate
par les isolats d’actinobactéries est variable d’une souche & une autre ou on a pu remarquer
que les isolats qui utilisent plus le phosphate d’aluminium présent dans le milieu sont
Streptomyces sp. ZL2, Streptosporangium sp. SG20, Saccharothrix sp. MB15, et pour la
troisieme source de phosphate qui est le phosphate ferrique, on a remarqué que tous les isolats

ne peuvent pas solubiliser cette forme.

Plusieurs travaux ont montré le role des especes d’actinobactéries dans la solubilisation des
sels de phosphate insolubles en phosphate assimilable par les plantes (Rudresh et al., 2005 ;
Hamdali et al., 2008 ; Xiao et al., 2008). En outre, une large gamme d’espéces du genre
Streptomyces a été rapportée pour leur faculté d’améliorer I’absorption racinaire du phosphate
et dans la promotion de la croissance des plantes (Rodriguez et Fraga, 1999 ; Rodriguez et al.,
2006 ; Franco-Correa et al., 2010). Les actinobactéries actives dans la solubilisation des
phosphates inorganiques peuvent étre une excellente solution pour la remeédiation de
I’utilisation intensive d’engrais chimiques et a I’accumulation des phosphates insolubles dans
le sol qui entraine par la suite une eutrophisation de 1’écosystéme (Rodriguez et al., 2006 ;
Hamdali et al., 2008).

111.6. Libération d’ammoniaque

Les 10 isolats d’actinobactéries sont testés pour leur pouvoir de libérer I’ammoniaque.
L'addition du réactif de Nessler aux surnageant de culture permet de révéler la production de
I’ammoniaque. Toutefois, l'apparition d’une couleur jaune brunétre indique la présence de

I'ammoniaque libérée a partir des peptones du milieu de culture (Figurel?).
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Figurel?. libération de I’ammoniaque indiquée par ’apparition de la couleur jaune brunatre.

Les résultats de ce test sont indiqués dans le (Tableau 08).

Tableau 08. Résultats des tests de libération de I’ammoniaque par les souches d’actinobactéries.

Isolats Libération de

d’actinobactéries I’ammoniaque

Streptomyces sp. AP4 -

Saccharothrix sp. MB15 +
Nocardia sp. MB22 +
Nocardia sp. MB23 +
Saccharothrix sp. MB29 +
Streptomyces sp. ML2 +
Streptosporangium sp. SG20 +
Streptomyces sp. SN6 +

Streptomyces sp. ZL2 -

Streptomyces sp. ZP1 -

(-) pas de production ; (+) production moyenne.

D’aprés les résultats obtenus, nous ne constatons que les isolats Streptomyces sp. ZP2,
Streptomyces sp. ZP1, Streptomyces sp. AP4, n’arrivent pas a libérer I’ammoniaque. Par
contre, les autres isolats testés sont capables de libérer I’ammoniaque dans le milieu de

culture.

De nombreux travaux ont soulevés des associations symbiotiques de bactéries fixatrices de
I'azote atmosphérique (Rhizobium, Frankia, Azobacter) (Tilak et al., 2005 ; Gray et Smith,
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2005). Benmati et al., (2012), Taibaoui (2016) et Hmadouche (2016), ont signalés que de
nombreuses especes appartenant au genre Streptomyces ont un rdle trés important dans la
libération de I’ammoniaque a partir de la mati¢re organique dans le sol. Ce processus peut
contribuer efficacement dans la biofertilisation et la promotion de la croissance des plantes

cultivées.
I11.7. Production des gibbérellines AG3

La production des gibbérellines (AG3), par les isolats d’actinobactéries testés, a été testée
dans le milieu ISP2 liquide. La concentrations des gibbérellines (AG3), produit dans le
surnageant des cultures liquides des isolats d’actinobactéries testés, a été obtenue par
extrapolation des densités optiques dans une courbe d’étalonnage réalisée par différentes

concentrations de 1’AG3 pur. Les résultats sont mentionnés dans le tableau 08.

Tableau 09. Concentrations de I’AG3 dans le surnageant des cultures d’actinobactéries

Isolats d’actinobactéries Production Densité Concentration
d’AG3 optique d’AG3 (ng/ml)
Streptomyces sp. AP4 - 00 00
Saccharothrix sp.MB15 + 0,85 425
Nocardia sp. MB22 - 00 00
Nocardia sp. MB23 + 0,41 205
Saccharothrix sp. MB29 + 0,69 345
Streptomyces sp. ML2 + 0,44 220
Streptosporangium sp. SG20 + 0,32 160
Streptomyces sp.SN6 + 0,18 90
Streptomyces sp. ZL2 + 0,17 85
Streptomyces sp. ZP1 - 00 00

(-) pas de production ; (+) production moyenne.

L’observation des résultats du tableau ci-dessus montrent que la concentration d’AG3
varie entre 85 a 425 pg/ml. La meilleure valeur a été obtenue par 1’isolat Saccharothrix sp.
MBI15 avec 425 ug/ml, suivi par I’isolat Saccharothrix sp. MB29 avec 345 pg/ml. Ceci
confirme que les différentes souches étudiées réagissent différemment malgré que les
conditions culturales étaient les mémes. Ces résultats sont en accord avec ceux rapportés par
Ahmed et al. (2005).
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La production des phytohormones par les microorganismes est considérée parmi les
principaux mécanismes de la promotion de croissance de plantes observée chez les
actinobacteéries, I’AG3 synthétisées par des actinobactéries sont transportées pour controler la

croissance des organes floraux et des fruits (Kaneko et al., 2003).

Elles affectent la division et I'allongement cellulaires et sont impliquées dans plusieurs
processus de développement tels que la germination des graines, la floraison, la fructification
et le retard de la sénescence dans de nombreux organes d'une large gamme d'especes
veégétales (MacMillan, 2002). Les gibbérellines sont également impliquées dans la promotion
de la croissance de la racine car elles régulent I'abondance des poils racinaires (Bottini et al.,
2004).

111.8. Production de I’Acide Indole-3-Acétique (AlA)

La production des composés a noyau indole a été faite avec les souches d’actinobactéries
dans le milieu YT. Les souches productrices des métabolites avec un noyau indole
développent une coloration rose vive a rouge a la suite de 1’addition du réactif de Salkowski

aprés 20 a 60 min d’incubation a 1’obscurité (Figurel8).

Figurel8 : Photographie représentant la réaction des isolats d’actinobactéries en contact avec le réactif de
Salkowski (Originale, 2018).

+« Chromatographie sur couche mince (CCM)

L’analyse chromatographique sur couche mince montre que les composés a fonction indole
ont la méme distance de migration que I’AlA pur. De ce fait ils peuvent étre considerés

comme auxines (AlA) (Figurel9).
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AlA pur

A LA

MB15, ML2, ZL2

Figurel9. Photographié représentant la chromatographie sur couche mince (CCM) (Originale 2018).

La quantité de I’AIA, produite dans le surnageant des cultures liquides des isolats

d’actinobactéries, a été obtenue par extrapolation des densités optiques dans une courbe

d’étalonnage réalisé par différentes concentration d’AIA pur. Les résultats sont mentionnés

dans le tableau 09.

Tableau 10. Concentration de I’ ATA dans le surnageant des cultures d’actinobactéries.

lsolat d’actinobactéries Production  Densité Optique Concentration d’ATA
d’AIA (Mg/ml)
Streptomyces sp. AP4 - 00 00
Saccharothrix sp. MB15 + 1,311 93,64
Nocardia sp. MB22 + 0,265 18,92
Nocardia sp. MB23 + 0,814 58,14
Saccharothrix sp. MB29 + 0,80 57,14
Streptomyces sp. ML2 + 0,511 36,5
Streptosporangium sp. SG20 + 0,161 11,5
Streptomyces sp. SN6 - 00 00
Streptomyces sp. ZL.2 + 0,427 30,5
Streptomyces sp. ZP1 + 0,376 26,85

(-) pas de production ; (+) production moyenne.

Les resultats obtenus dans le tableau (10) montrent que 80% des isolats étaient capables de

produire de 1’Acide Indole-3-Acétique (I’AIA), en quantités différentes. La production

maximale était observée chez I’isolat Saccharothrix sp. MB15 avec 93,64ug/ml. La

production de cette hormone végétale par les autres isolats varie de 26,85 a 58,14 pg/ml. Ceci
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confirme que les différentes souches étudiées réagissent différemment malgré que les
conditions culturales étaient les mémes. Ces résultats sont en accord avec ceux rapportés par
plusieurs auteurs (Ahmed et al., 2005 ; Nia et Choyeb, 2012 ; Goudjal et al., 2013 ; Toumatia
etal., 2014 ; Zamoum et al., 2015).

Plusieurs travaux ont mentionnées la capacité des actinobacteries a produire I’AIA qui
fonctionne comme une molécule signal importante dans la régulation du développement des
plantes, agissant sur lI'organogenése, les réponses trophiques, les réponses cellulaires telles
que I'expansion des cellules, la division, la différenciation et la régulation des génes (Ryu et
Patten, 2008). Le role de I’AIA dans la stimulation de la croissance est obtenu en limitant
l'effet de la bactérie par ’application directe de I’ AIA sur les racines. Il favorise la survie des
bactéries dans la rhizosphére. Les poids des tiges et des racines des plantes de blé sont
influencés positivement par I'ajout de I'AIA (Narula et al., 2006).

111.9. Optimisation des conditions de production d’AIA (acide indole-3-acétique)

L’effet de la température, de la durée d’incubation, de la concentration en L-tryptophane,
de la concentration de I’inoculum, du pH et du milieu de culture utilisé, a été étudi¢ dans
I’objectif d’optimiser les conditions culturales de production d’AIA par I’isolat Saccharothrix
sp. MB15. Le tableau 10 représente la matrice d’expériences réalisé selon le plan de Plackett-

Burman. Cette matrice montre les différentes conditions de cultures de 1’isolat MB15.

Tableau 11. Matrice d’expériences du plan de Plackett-Burman

Numéro Concentration en L- Volume Durée d’incubation Milieu de Te.mperatyre
. P . d’incubation

d’essai tryptophane (g/l) d’inoculum (ml) (Jours) culture °C)

1 6,5 0,5 0,5 6 YT 35

2 65 15 05 4 Extrait de 35
plantules

3 6,5 15 15 4 YT 25

4 7,5 15 1,5 4 YT 35

5 7,5 0,5 0,5 4 YT 35

6 75 05 15 4 Extrait de 25
plantules

7 65 0,5 0,5 4 Extrait de 25

racine

8 75 15 0,5 6 Extrait de 25
plantules

9 7,5 15 0,5 6 YT 25

10 65 15 15 6 Extrait de 35
plantules

11 6,5 0,5 15 6 YT 25

12 75 05 15 6 Extrait de 35
plantules
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Le tableau 11 représente les concentrations d’AlA, produit dans le surnageant des cultures

liquides, obtenues dans chaque essai réalisé selon le plan d’expérience de Plackett-Burman.

Tableau 12. Concentrations d’ AIA produit par I’isolat Saccharothrix sp. MB15 dans les différentes conditions

culturales étudiées.

Numéro d’essai  Densite Optique  Concentration d’AIA (ug/ml)

01 0,438 31,29
02 1,205 86,07
03 0,921 65,79
04 0,199 14,21
05 1,181 84,36
06 1,923 137,36
07 0,632 4514
08 1,193 85,21
09 1,511 107,93
10 0,98 70

11 0,405 28,93
12 0,22 15,71

D’aprés le tableau ci-dessus, nous constatons que la concentration d’AIA produit varie
entre 14,21 et 137,36 pg/ml et ceci en fonction des facteurs étudiés. Cependant, les valeurs
maximale sont été obtenues dans I’essai N° 06 suivi par I’essai N°09, alors les valeurs

minimales ont été obtenues dans 1’essai °04 et N°12.

Selon la matrice d’expériences, dans I’essai N°06 le niveau maximal (+1) a été donné pour
tous les facteurs sauf la concentration en L-tryptophane (niveau -1 correspondant a 0,5
mg/ml). Dans I’essai N°09 le niveau maximal a été donné uniquement pour deux facteurs qui

sont le pH (7,5) et le milieu de culture (bouillon YT).

Par contre, dans I’essai N°04, le niveau maximal (+1) a été donné pour trois facteurs qui
sont la durée d’incubation (6 jours), la concentration en L-tryptophane (1,5 mg/ml) et le pH
(7,5) du milieu de culture, alors que le niveau minimal a été donné pour les trois autres
facteurs a savoir la température d’incubation (25°C), la concentration d’inoculum (0,5 ml) et
le milieu de culture (extrait de plantules). Dans 1’essai N°12 le niveau minimal a été donné

pour tous les facteurs.
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L’analyse de la variance réalisée montre que le facteur milieu de culture est le plus
déterminant (p-value = 0,028 < 0,05). Selon ce résultat nous pouvons conclure que les
différents facteurs étudiés n’ont aucun effet significatif sur la production d’AIA par 1’isolat
Saccharothrix sp. MB15 et que le milieu de culture influence significativement la production

de cette molécule.

Excepté le milieu de culture, nos résultats montrent que les différents facteurs étudiés (la
température d’incubation, le pH, la concentration en L-Tryptophane, la durée d’incubation et
le volume d’inoculum) n’ont aucun effet significatif sur la production d’AIA par I’isolat
Saccharothrix sp. MB15. Cependant, la production maximale (137 pg/ml) a été obtenue apres
6 jours d’incubation a 35°C, dans I’extrait de plantules de blé, a un pH = 7,5 et additionné de
0,5 mg/ml de L-Tryptophane. Alors que la production maximale (86,07 pg/ml) d’AlIA, sur le
bouillon YT, a été obtenue aprés 6 jours d’incubation, a 35 °C, a un pH = 6,5 et a une

concentration de L-Tryptophane de 0,5 mg/ml.

Les résultats obtenus par Nia et Choyeb (2012), montrent que la production maximale
d’AIA par la souche Streptomyces sp. AP4 était obtenue aprés 7 jours d’incubation a une
température de 30 °C, sur le bouillon YT a pH = 7 et additionné de 5 mg/ml de L-
Tryptophane.

En revanche, Goudjal et al. (2014) ont noté que la souche Streptomyces sp. PT2 peut
atteindre un optimum de production d’AIA aprés 5 jours d’incubation a 30 °C, sur le bouillon

YT a pH =7 et additionné de 5 mg/ml de L-Tryptophane.

D’aprés nos résultats, 1’isolat MB15 a pu donner un optimum de production de la
phytohormone AIA a une température de 35 °C. Ces résultats sont contradictoires avec ceux
trouvés par Khamna et al. (2010) qui précisent un optimum de 25 a 30°C pour la croissance et

la production d’AIA par des Streptomyces spp.

L’isolat Saccharothrix sp. MB15 a donné une production maximale a une concentration en
L-Tryptophane de 0,5 mg/ml. En effet, certains auteurs ont constaté que des souches
d’actinobactéries du genre Streptomyces sont capables de produire I’ AIA méme en absence de
L-Tryptophane (Ahmed et al.,2004 ; Nia et Choyeb, 2012, Goudjal et al., 2013).

Les résultats obtenus dans ce travail montrent que I’isolat MBI5 peut atteindre la
production maximale d’AIA aprés 6 jours d’incubation. Cependant, les résultats de Nia et

Choyeb (2012) montrent que la production d’AIA commence a partir du premier jour, et que
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la concentration maximale a été obtenue aprés 7 jours d’incubation. En revanche, Goudjal et
al., 2014) ont constaté que la souche Streptomyces sp. PT2 peut atteindre I’optimum de

production apres S jours d’incubation.

Selon Ahmed et al.,(2004), le pH = 7 favorise la croissance de la majorité de Streptomyces
et par consequent la production d’AIA. Selon nos résultats, 1’isolat MB15 a atteint le
maximum de production d’AIA a un pH = 7,5. Ces résultats sont similaires a ceux rapportés
par Nia et Choyeb (2012), Khamna et al. (2010), et par Goudjal et al. (2013) qui indiquent
que les pH acides ou fortement alcalins sont défavorables pour la synthése d’AIA. Par contre,
un pH neutre a légeérement alcalin est le plus favorable pour la production d’AIA par les

souches de Streptomyces étudiées.
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Conclusion

L'utilisation des microorganismes bénéfiques présentent un intérét scientifique et
agronomique tres important (Aouar, 2012). Ces microorganismes jouent un role dans le
fonctionnement biologique de la rhizosphére, puisqu'ils sont capables de coloniser
efficacement les systémes racinaires et influencer de maniéere bénéfique la plante en stimulant

sa croissance (Goodfellow et williams, 1983).

Les principaux objectifs de notre travail ont porté sur I'étude de quelques mécanismes

impliqués dans le biocontrdle et dans I'effet PGPB de 10 isolats d'actinobactéries.

La majorité des isolats d'actinobactéries étudiées présentent une activité antifongique et
produisent des enzymes lytiques, de 'HCN, des sidérophores, de I'ammoniaque et solubilisent

des phosphates inorganiques, et ils sont capables de produire I’AG3 et I'AlA.

Parmi les isolats d’actinobactéries testés, Saccharothrix sp. MB15, s'est caractérisé par des
résultats trés prometteurs pour I'ensemble des tests effectués. La concentration d'AlA produit
par ces isolats varie entre 26 ,85 a 93,64 ug / ml, la meilleurs production a été enregistré par
I’isolat. Saccharothrix sp. MB15 (93,64 ug d’AIA / ml). Cet isolat a été alors sélectionné pour
un essai d’optimisation de la production d’AIA dans différentes conditions culturales. Ainsi,
les résultats montrent une grande variabilité des concentrations d’AIA produits par 1’isolat
Saccharothrix sp. MB15. Cette variabilité a été attribuée au milieu de culture utilisé (extrait
de plantules). Cependant les autre facteurs: la température(C°),la durée d’incubation
(Jours),le pH, la concentration en L-Tryptophane (g/1), le volume d’inoculum (ml). N’ont pas
d’effet sur le production d’AIA.

A la lumiére des réesultats obtenus dans ce modeste travail, nous recommandons fortement
la réalisation des essais complémentaires qui sont nécessaires pour obtenir des résultats plus
fins et plus précis. Nous suggérons la continuité des expérimentations pour étudier d’autres
facteurs pouvant influencer la production d’AIA par I’isolat MB15 qui mérite d’étre exploité

dans le domaine agronomique comme agent de stimulation de la croissance des plantes.
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Memory title: Study of the potential of actinobacteria to produce some plant hormones
Name: Ahllem First name: KAABOUCHE Directed by: Zaamoum Miyada

Abstract: This work aimed to investigate the mechanisms involved in the biocontrol of some endophytic
and rhizospheric actinobacteria strains. Most of actinobacterial strains showed positive results for these
mechanisms, they exhibited antifungal activity against phytopathogenic fungi, ability to produce lytic enzymes,
HCN, siderophores, released ammonia, solubilized inorganic phosphates and produce gibberellic acid and indol-
3-acetic acid (1AA).

The most efficient isolate, Saccharothrix sp. MB15 has been selected to highlighting the cultural conditions
for optimisation IAA production. Six factors were chosen such as temperature, incubation period, pH, L-
tryptophan concentration, the volume of inoculum and culture medium (YT or seedling extract). The highest
level of IAA production was137.36 pg d’TAA /ml) and the culture medium factor is the only one that impacts
AIlA production by MB15 strain. The IAA produced was confirmed by thin layer chromatography (TLC)
analysis.

Results obtained in our study open up promising perspectives for the possible application of Strain
Saccharothrix sp. MB15 us biofertilizers.

Keywords: Actinobacteria, Saccharothrix sp. MB15, PGPB effect, Indol-3-acetic, Optimization.

Titre du mémoire : Mise en évidence de la production des phytohormones par des actinobactéries
endophytes.
Nom: Ahllem Prénom: KAABOUCHE Encadreur: Zaamoum Miyada

Résume

Le présent travail a pour objectif d’étudier les mécanismes impliqués dans le biocontréle de certains isolats
d’actinobactéries endophytes et rhizosphérique. La majorité des isolats testés ont montré des résultats positifs, ils
présentent une activité antifongique vis-a-vis des champignons phytopathogénes, ils sont capables de produire
des enzymes lytiques, de 'HCN, des sidérophores, de libérer I’ammoniaque, de solubiliser les phosphates
inorganiques et de produire les gibbérellines (AG3) et I’acide indole-3-acétique (AlA).

L’isolat le plus performant, Saccharothrix sp. MB15, a été sélectionné pour étudier les conditions culturales
permettant d’optimiser la production d’AIA. Six facteurs ont été choisis a savoir la température (°C), la durée
d’incubation (Jours), le pH, la concentration en L-Tryptophane (g/1), le volume d’inoculum (ml) et le milieu de
culture (YT ou extrait de plantules). L’analyse des résultats a montré que 1’isolat MB15 a atteint une production
maximale de 137,36 pg d’AIA / ml et que le facteur milieu de culture est le seul qui influence la production
d’AIA par I’isolat MB15. L’identification des groupements indole produits par I’isolat MB15 a été effectuée par
chromatographie sur couche mince (CCM), les résultats montrent que I’AIA est le seul indole présent dans le
milieu.

A Tissue des résultats obtenus dans ce travail, 1’isolat Saccharothrix sp. MB15 s’est caractérisé par une
prometteuse possibilité d’utilisation comme biofertilisant.

Mots clé : Actinobactéries, Saccharothrix sp. MB15, effet PGPB, acide indole-3-acétique, optimisation.
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