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Résumé

Dans un contexte de transition vers une agriculture plus respectueuse de
I’environnement, les bactéries bénéfiques offrent une alternative intéressante aux intrants
chimiques. Parmi elles, Pseudomonas spp. fluorescents se distinguent par leur capacité a
produire divers métabolites secondaires qui stimulent la croissance et renforcent la santé des
plantes. Le présent travail a pour objectif de mettre en évidence la production de I’acide
indole acétique(AlA), une phytohormone reconnue pour son role essentiel dans la croissance
racinaire chez dix souches de Pseudomonas spp. fluorescents isolées a partir de la
rhizosphére et I’endophytosphere du palmier dattier et a optimiser les parameétres influencant
cette biosynthése. La caractérisation phénotypique (examen macro et microscopique) et
biochimique (galeries APl 20 E) de ces souches a confirmé leur appartenance a ’espéce de
Pseudomonas fluorescens. La production d’AIA a été observée chez I’ensemble des souches,
avec des taux variable. Les plus fortes concentrations ont été enregistrées chez les souches
F27 (10,581 pg/ml), TR7 (10,308 pg/ml) et CF1 (8,907 ug/ml), tandis que la souche TC1 a
présenté la plus faible production (0,747 pg/ml). L’optimisation des parameétres de
biosynthese chez les souches les plus performantes (CF1, TR7, F27) a révélé que plusieurs
parameétres influencent cette biosynthése, notamment la température, le temps d’incubation, le
pH du milieu, la concentration de tryptophane, ainsi que la nature de source d’azote et de
carbone. L’identification de 1I’AIA par chromatographie sur couche mince (CCM) a révélé la
présence d’un composé avec un Rf = 0,88 dans les extraits des souches F48, TR7 et CF1
identique a celui du standard, confirmant la présence de I’AIA ainsi que d'autres métabolites.
Par ailleurs, 1’analyse par chromatographie liquide a haute performance (HPLC) a permis de
corroborer la présence d’AIA dans ’extrait filtré de la souche F27, sur la base d’un temps de
rétention (13,7 min) et de spectres UV (219,6 nm et 278,8 nm) similaires a ceux du standard.
Enfin, I’évaluation de I’effet de la bactérisation des graines de tomate (Saint Pierre) sur la
stimulation de la germination et sur ’indice de vigueur a montré des différences notables
entre les quatre traitements testés, en comparaison au témoin. Toutefois, 1’analyse statistique
(ANOVA) n’a révélé aucune différence significative entre les traitements au seuil de 5 %.
Ces résultats renforcent 1’intérét d’exploiter les Pseudomonas fluorescens dans le

développement de solutions biologiques pour une agriculture plus durable.

Mots clés : Acide indole-3-acétique (AIA) endophyte, optimisation ,PGPB,

Pseudomonas spp. fluorescents, rhizosphérique.



Abstract

In the context of the transition to more environmentally friendly agriculture, beneficial
bacteria offer an interesting alternative to chemical inputs. Among them, fluorescent
Pseudomonas spp. stand out for their ability to produce various secondary metabolites that
stimulate growth and enhance plant health. The aim of this study is to highlight the production
of indole acetic acid (IAA), a phytohormone known for its essential role in root growth, in ten
strains of Pseudomonas spp. fluorescents isolated from the rhizosphere and endophytosphere
of date palms, and to optimize the parameters influencing this biosynthesis. Phenotypic
(macroscopic and microscopic examination) and biochemical (APl 20 E galleries)
characterization of these strains confirmed that they belong to the Pseudomonas fluorescens
species. IAA production was observed in all strains, with varying rates. The highest
concentrations were recorded in strains F27 (10.581 pg/ml), TR7 (10.308 pg/ml) and CF1
(8.907 pg/ml), while strain TC1 showed the lowest production (0.747 pg/ml). Optimization of
the biosynthesis parameters in the most efficient strains (CF1, TR7, F27) revealed that several
parameters influence this biosynthesis, including temperature, incubation time, medium pH,
tryptophan concentration, and the nature of the nitrogen and carbon sources. Identification of
AlA by thin-layer chromatography (TLC) revealed the presence of a compound with an Rf =
0.88 in extracts from strains F48, TR7, and CF1 identical to that of the standard, confirming
the presence of AIA and other metabolites. Furthermore, high-performance liquid
chromatography (HPLC) analysis corroborated the presence of AIA in the filtered extract of
strain F27, based on a retention time (13.7 min) and UV spectra (219.6 nm and 278.8 nm)
similar to those of the standard. Finally, the evaluation of the effect of bacterial inoculation of
tomato seeds (Saint Pierre) on germination stimulation and vigor index showed significant
differences between the four treatments tested, compared to the control. However, statistical
analysis (ANOVA) revealed no significant differences between treatments at the 5%
threshold. These results reinforce the interest in exploiting Pseudomonas fluorescens in the

development of biological solutions for more sustainable agriculture.

Keywords: Indole-3-acetic acid (IAA), endophyte, optimization, PGPB, Pseudomonas

spp. fluorescens, rhizosphere.
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Introduction

Les intrants chimiques, tels que les engrais synthétiques et les pesticides, sont
largement utilisés en agriculture pour améliorer les rendements et lutter contre les agents
pathogenes. Toutefois, leur usage intensif entraine de multiples conséquences néfastes, non
seulement pour la santé humaine, mais aussi pour 1’environnement. Ils altérent la qualité des
sols, perturbent les écosystémes, réduisent la biodiversité et contaminent les ressources en eau
(Rani et al.,2021). Face a ces préoccupations croissantes, 1’agriculture moderne s’oriente vers
des alternatives plus durables, respectueuses de I’environnement et de la santé humaine,
notamment les solutions biologiques. Parmi elles figurent les bactéries bénéfiques de la
rhizosphere, telles que les Pseudomonas spp. fluorescents, qui favorisent la croissance des
plantes et offrent une protection contre certains pathogénes, réduisant ainsi le recours aux
intrants chimiques (Charma et al., 2019;Alattas et al., 2024)

La rhizosphere est la zone du sol riche en nutriments qui entoure les racines des
plantes. Elle se caractérise par une activité et une diversité microbiennes intenses, ce qui en
fait I'un des écosystéemes les plus complexes de la planéte (Sasse et al.,2018 ;Goswami et
Deka, 2022).

Au sein des microorganismes qui colonisent la rhizosphere, les bactéries sont les plus
abondantes en raison de leur présence généralisée et de leur influence profonde sur la santé
des plantes et les écosystemes du sol (Liu et al., 2024). Parmi ces bactéries, on distingue les
bactéries promotrices de croissance des plantes, regroupées en PGPB (Plant Growth-

Promoting Bacteria).

Les Pseudomonas spp. fluorescents font partie des microorganismes de la rhizosphére
a oxydase positive, incluant diverses especes, principalement Pseudomonas fluorescens, qui
représentent une partie importante du genre Pseudomonas dans la rhizosphére (Santoyo et al.,
2021). Ces bactéries peuvent adopter deux modes de vie distincts : rhizosphérique,
lorsqu’elles colonisent la surface des racines ou la zone proche du sol, et endophytique,

lorsqu’elles pénétrent et vivent a I’intérieur des tissus végétaux sans provoquer de maladie.

Elles sont connues pour leur capacité a produire divers métabolites secondaires
impliquées dans la protection et la stimulation de la croissance des végétaux. Parmi ces
métabolites figure 1’acide indole-3-acétique (AIA), une phytohormone appartenant a la

famille des auxines qui joue un réle crucial dans la stimulation de la croissance des végétaux
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Introduction

en intervenant dans divers processus physiologiques (Harbawi et al., 2023;
Vasanthabharathi et al., 2025).

La biosynthése de 1’acide indole-3-acétique (AIA) in vitro par les souches
rhizosphériques et endophytiques de Pseudomonas fluorescens est influencée par plusieurs
parametres. Elle dépend notamment du choix du milieu de culture, de son pH, de la nature et
de la concentration des sources de carbone et d’azote, ainsi que de la présence ou non de
précurseurs (L-tryptophane) a différentes concentrations. Les conditions d’incubation, telles
que la durée et la température, jouent également un role déterminant dans cette production
(Ng et al., 2022 ; Pérez Cordero et al., 2024)

L’optimisation de ces parametres permet de déterminer les conditions optimales de
biosynthése de I’AIA, en vue d’augmenter son taux de production et, par conséquent, de
renforcer I’effet promoteur de croissance des souches de Pseudomonas fluorescens, en tant
que biofertilisants (Vasanthabharathi et al., 2025).

Dans ce sens, notre travail se propose sur la production et I’optimisation des
paramétres de production de D’acide indole -3-acétiqgue (AIA) par les souches de

Pseudomonas spp. fluorescents.
Les objectifs tracés pour la réalisation de ce présent travail sont :

v’ Caractérisation des souches préalablement isolées a partir de sol de palmier dattier et
la sélection des souches productrices de I’AIA.

v Optimisation des parameétres de production de I’AIA par les souches de Pseudomonas
fluorescens sélectionnées.

v' Extraction de ’acide indole acétique (AIA) produit par les souches de Pseudomonas
fluorescens et sa caractérisation par chromatographie sur couche mince (CCM) ainsi
que par chromatographie liquide haute performance (HPLC).

v’ Evaluation de I’effet phytostimulateur des souches sélectionnées in vitro sur les

semences de tomate.
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| .1. Généralité sur la rhizosphére et les microorganismes rhizosphériques

I.1.1. Définition de la rhizosphere

Le terme « rhizosphére » provient du grec rhiza (piCa), signifiant racine, et sphaira
(opaipa), signifiant sphere ou zone. Il a été définit par Lorenz Hiltner en 1904 pour désigner
la zone du sol entourant les racines des plantes, au sein de laquelle se déroulent la plupart des
réactions du sol, qui sont influencées chimiquement, physiquement et biologiquement par les
racines des plantes (Philippot et al., 2013 ; Zhang et al., 2022; Wang et Yang, 2024).

La rhizosphére mesure environ 1 a 2 mm de large et n'a pas de limites distinctes (Sasse
et al.,2018 ; Barra Caracciolo et Terenzi, 2021; Kabato et Janda, 2023). Elle se compose
de trois régions différentes: I'endorhizosphére, qui englobe les tissus des racines, le
rhizoplane, qui est la surface bidimensionnelle des racines, et I'ectorhizophere, qui représente
le sol adjacent (Figure 01) (Morgan et al., 2005 ;Hakeem et Akhtar ,2016 ; Khoso et al.,
2024; Sun et al., 2024) .

Cependant, le terme endorhizosphére a été écarté car sur le plan sémantique, il
pourrait déterminer une zone de la niche écologique et pas exactement une niche a l'intérieur
de la plante. Actuellement la rhizosphere et le rhizoplane sont utilisés pour désigner les niches
externes aux racines et il existe une divergence de termes pour définir la niche interne
(Raaijmakers et al.,2016 ).

Endorhizosphare

Rhizoplane

Ectorhisosphore

MICrOOmEmnt s oS
Metni(loicd)=
e —— = L ) |

Rhizosplhwere soil

Figure 01 : Un diagramme représentant les trois zones de la rhizosphere (Seshadri et al .,
2015).
La rhizosphere du sol se caractérise par deux propriétés dynamiques fondamentales
qui sont les exsudats racinaires et les microorganismes du sol (Lemanceau et al.,
2017 ;Oppenheimer-Shaanan et al., 2022).
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1.1.2. Les exsudats racinaires

Les exsudats racinaires, également appelés rhizodép6ts, sont des composés organiques
de faible poids moléculaire sécretés par les racines. Leur nature est variée, incluant des
amides, des sucres, ainsi que des acides phénoliques, aromatiques et aminés. 1ls comprennent
aussi la libération d'ions, d'oxygene, d'eau et des facteurs de croissance (Upadhyay et al.,
2022).

Leur quantité est susceptible de varier en fonction des conditions biotiques et
abiotiques de I’environnement, du stade de développement de la plante, de son état
physiologique (age, plante saine ou malade), de la proximité des especes voisines ainsi que de

I'état physiologique des micro-organismes (Sharma et al.,2023 ; Sun et al., 2024).

1.1.3. Les microorganismes de la rhizosphere

Les micro-organismes du sol colonisent principalement la coiffe racinaire, I'épiderme
et le cortex des racines. Bien que de nombreuses communautés microbiennes coexistent dans
la zone rhizosphérique, les bactéries y sont les plus abondantes. Parmi elles, on distingue les
bactéries promotrices de croissance des plantes, regroupées en PGPB (Plant Growth-
Promoting Bacteria) (Compant et al., 2010 ; Backer et al., 2018 ; Chauhan et al., 2023).

1.1.3.1. Les PGPB

Les PGPB (Plant Growth-Promoting Bacteria) représentent une catégorie spécifique
de micro-organismes bénéfiques, impliqués dans des interactions positives entre eux et avec

les plantes, afin de favoriser la croissance de ces dernieres (Fanai et al.,2024).

Les PGPB se caractérisent par trois particularités primordiales: (i) elles doivent étre
capables de coloniser la surface des racines, (ii) elles doivent survivre, se multiplier et entrer
en compétition avec d'autres microbiotes, au moins pendant le temps nécessaire pour
exprimer leurs activités, et (iii) elles doivent favoriser la croissance des plantes (Kloepper et
al.,1980 ; Lugtenberg et Kamilova, 2009; Mahdi et al., 2022).

Sur la base de leurs interactions avec les plantes, les PGPB peuvent étre répartis en
deux catégories: les PGPB rhizosphériques et les PGPB endophytiques (Compant et al.,
2019). Les microbes rhizosphériques sont présents a 1’extérieur des cellules végétales et
colonisent la zone racinaire (Afzal et al., 2019). En revanche, les bactéries endophytiques

sont des micro-organismes qui colonisent les tissus internes des plantes, au moins une fois au




CHAPITRE I Synthése Bibliographique

cours de leur cycle de vie (Djaya et al., 2019). Diverses genres de bactéries endophytes
notamment Pseudomonas, Burkholderia , Bacillus, Bradyrhizobium et Halomonas (Adeleke
et Babalola, 2022; Hnini et Aurag, 2024) ,colonisent différentes parties des plantes telles
que les feuilles, les tiges, les racines et les fleurs (Santoyo et al., 2016). Ces bactéries sont
¢galement capables de communiquer et d’interagir avec la plante de manicre plus efficace que

les bactéries rhizosphériques (Ali et al., 2012 ; Kandel et al., 2017).

A T’exception des endophytes déja établis, ces bactéries utilisent différents
mécanismes pour pénétrer dans les tissus végétaux en particulier au niveau des racines
(Truyens et al., 2014). Le mode d’entrée le plus courant des bactéries endophytes dans les
tissus végétaux se fait par les fissures des racines primaires et latérales, ainsi que par diverses
Iésions tissulaires résultant de la croissance des plantes (Sgrensen et Sessitsch, 2015 ;
Santoyo et al ., 2016). Par ailleurs, il existe d’autres sites de pénétration notamment les
stomates des feuilles et des jeunes tiges, les lenticelles ainsi que les radicules germinatives
( Santoyo et al ., 2016 ; Kandel et al., 2017) (Figure02) .

Radicules en

Lenticelles germination

Blessures
-

Fissures

Figure02 : Vue d’ensemble du mode d’entrée des bactéries endophytes dans différents tissus
végétaux (Santoyo et al ., 2016).
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I.1.4. Rble des microorganismes de la rhizosphere

Les plantes sélectionnent préférentiellement les bactéries bénéfiques a leur croissance
en libérant par leurs exsudats racinaires divers composés (Sasse et al., 2018 ; Vives-Peris et
al., 2020). Ce processus crée un environnement ou la diversité microbienne tend a diminuer,
car seules les bactéries capables d’utiliser ces composés se développent efficacement (Das et

al., 2013 ; Sasse et al., 2018 ).

De nombreuses interactions microbiennes améliorent le contrdle biologique dans la
rhizosphere (Pieterse et al., 2014). (Figure03) : les interactions positives (le commensalisme,
la synergie et le mutualisme), les interactions négatives (la compétition et I'amensalisme) ou
encore des interactions qui sont positives pour une population et négatives pour l'autre (le

parasitisme ou la prédation) (Jeyanthi et Kanimozhi, 2018).
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Figure 03 : Représentation schématique des interactions plante -microorganismes et entre les
microorganismes eux-mémes au sein de la rhizosphére (LEPINAY, 2013).

De plus, Les microorganismes de la rhizosphére agissent sur la croissance de la plante
par divers mécanismes, notamment des mécanismes directs et indirects (Jeyanthi et
Kanimozhi, 2018 ;Ajijah et al., 2023) (Figure 04) en mettant a sa disposition des moléecules

organiques absorbables par la racine telles que des acides amines, des auxines, des vitamines
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et des antibiotiques, ou en améliorant sa nutrition minérale par la solubilisation ou la

minéralisation d'éléments.

I Photosynthesis
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Figure04 : mécanismes directs et indirects des microorganismes de la rhizosphére pour
soutenir le développement de la plante (Ajijah et al., 2023)

Les Pseudomonas spp. .fluorescents font partie des microorganismes de la
rhizosphere a oxydase positif, incluant diverses especes principalement Pseudomonas putida
et Pseudomonas fluorescens qui représentent une partie importante du genre Pseudomonas

dans la rhizosphére (Haas et Défago, 2005 ; Santoyo et al., 2021 ).
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I1.1. Pseudomonas spp. fluorescents bénéfiques

11.1.1. Introduction au genre Pseudomonas

Le genre Pseudomonas (du grec : pseudes, « faux » et mona, « unité ») a été décrit la
premier fois par Migula en 1894 sur la base des critéres morphologiques, incluant une
morphologie bacillaire, une coloration Gram négatif et une motilité assurée par des flagelles

polaires (Migula, 1900 ).

Ce genre est lI'un des genres bactériens les plus omniprésents au monde, il est
largement répandu dans divers environnements, notamment le sol, I’eau, les surfaces
végétales (Bloomfield et al., 2024). Il contient 741 especes répertoriées et valablement

décrites sur le site https://lpsn.dsmz.de/genus/pseudomonas.

Des études sur I'nomologie des acides nucléiques spécifiquement sur les séquences
de I’ARN ribosomique 16S,ont permis de regrouper les especes du genre Pseudomonas en
cing groupes phylogénétiques : P. aeruginosa, P. fluorescens, P. putida, P. stutzeri et P.
syringae. Ces groupes comprennent a la fois des espéces fluorescentes (comme P.
fluorescens, P. putida, P. aeruginosa, P. syringae) et non fluorescentes (comme P. stutzeri, P.

alcaligenes et P. pseudoalcaligenes) (Khan et al., 2022 ; Udaondo et al., 2024)(Figure05).

Grace a leurs propriétés biochimiques et leur implication en santé humaine, en
agriculture et en biotechnologie, les Pseudomonas sont devenus un sujet d’étude majeur en

microbiologie.

Groups
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Figure 05: Cartographie phylogénetique des groupes de Pseudomonas (Passarelli-Araujo et
al., 2022).
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11.1.2. Taxonomie

Selon la Genome Taxonomy Database (GTDB), version R226 (2023), accessible a

I’adresse https://gtdb.ecogenomic.org, le genre Pseudomonas est classé comme suit :

Phylum : Proteobacteria
Classe : Gammaproteobacteria
Ordre : Pseudomonadales

Famille : Pseudomonadaceae

AN N NN

Genre : Pseudomonas (sensu stricto).

11.1.3. Les Pseudomonas spp. fluorescents

Dans le groupe Pseudomonas sensu stricto, les Pseudomonas fluorescentes regroupent
toutes les especes capables de synthétiser la pyoverdine fluorescente, notamment
Pseudomonas aeruginosa, P. syringae, P. putida et P. fluorescens (Ringel et Bruser ,2018).
Ces bactéries se distinguent par un rapport de bases azotées (C+G) compris entre 58 et 70 %

et un génome de taille comprise entre 6 et 7 Mpb (Elsevier et al., 2024).

La différenciation entre les espéces P. fluorescens et P. putida, ainsi que les groupes
intermédiaires est basée sur la détection de deux fonctions métaboliques : la protéolyse et
I’exploitation du tréhalose. Ces deux fonctions sont présentes chez P. fluorescens mais
absentes chez P. putida, tandis que dans les groupes intermédiaires, seule I'une des deux est
exprimée (Mulet et al., 2010 ;Gomila et al., 2017 ).

11.1.4. Caractéristiques de Pseudomonas fluorescens

11.1.4.1. Caractéristiques structurale et métabolique

Pseudomonas fluorescens est une bactérie bacille a Gram négatif, de forme simple,
droite ou legérement incurvée, mais non spiralée. Sa taille varie généralement entre 0,5 et 1
um de diametre sur 1,5 a 5 um de longueur. C’est une bactérie non sporulante. Elle se
multiplie dans un milieu riche en éléments organiques a PH neutre et sa température optimale
de croissance varie entre 25 a 30 °C. Cependant dans certains cas, elle peut se développer a
une température aussi basse que 4°C, mais jamais dans des conditions acides a un pH
inférieur a 4,5 (Scales et al., 2014 ;Santos et Cenci ,2017; Ahli et al.,2022).
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Elle est chimio-organotrophe strictement aérobie, caractérisée par un métabolisme
respiratoire non fermentatif qui nécessite a la fois de I’oxygene et une source de carbone
organique pour sa croissance (Madigan et al., 2021 ) . Par ailleurs, P. fluorescens réagit
positivement a plusieurs tests biochimiques, notamment I’hydrolyse de 1’amidon, la
liquéfaction de la gélatine, les tests de la catalase et de ’oxydase, la formation de levain a

partir de saccharose et I’utilisation du citrate (Sravani et Patil, 2023).
11.1.4.2. Caracteéristiques génotypique

Pseudomonas fluorescens se caractérise par une hétérogénéité marquée, aussi bien
phénotypique que génotypique, ce qui justifie les révisions taxonomiques successives au sein
de ce complexe d’espéces (Garrido-Sanz et al. ,2016). P. fluorescens est subdivisée en cing
sous-groupes ou biovars : I, I1, 111, IV et V sur la base de critéres génétiques et physiologiques
(Scales et al., 2014 ; CABI Compendium. 2022).

11.1.5. Quorum sensing

Pseudomonas fluorescens utilise un systeme de quorum sensing basé sur des acyl
homoseérine lactone (AHL) , qui régule des fonctions clés telles que la formation de biofilms,
le biocontrdle, la compétition bactérienne dans la rhizosphére, la production d'antibiotiques et
de métabolites secondaires (Venturi, 2006; Li et al., 2023).

11.1.6. Métabolites secondaires

Pseudomonas fluorescens est connue pour sa capacité a produire différents métabolites
secondaires, notamment des sidérophores, des antibiotiques (tels que le
diacéthylephloroglucinol (DAPG), les phenazines, les pyrrolnitrine (PRN), la pyolutéorine
(PLT) et le cyanure d’hydrogéne (HCN)), des enzymes hydrolytiques (comme la chitinase, la
B-1,3-glucanase, les protéases, les lipases) et des phytohormones (les cytokinines, les
gibbérellines, 1’éthyléne). Ces composés jouent un role clé dans la colonisation de la
rhizosphere et permettent a la fois la protection des plantes contre les pathogénes et la
stimulation de leur croissance (tableau 01) (Santoyo et al., 2021 ; Mehmood et al., 2023 ;
Wang et Yang, 2024) .
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Tableau 01 : Les métabolites secondaires impliqués dans la protection contre les agents
Pathogeénes et la stimulation de la croissance des vegétaux

Métabolites secondaire Role Références

Le diacethylephloroglucinol Protection contre les agents (Mehmood et al., 2023 ; Wang et

(DAPG) pathogénes Yang, 2024).

Les phenazines Protection contre les agents (Yanetal., 2023)
pathogénes

Les pyrrolnitrine (PRN) Protection contre les agents (Sokolowski et al., 2024 ).
pathogénes

La pyolutéorine (PLT) Protection contre les agents (Li, 2025)
pathogénes

Le cyanure d’hydrogéne (HCN) | Protection contre les agents (Rijavec et Lapanje, 2016).
pathogénes

La chitinase Protection contre les agents (Pusztahelyi et al., 2015).
pathogénes

B-1,3-glucanase Protection contre les agents (Mehmood et al., 2023).
pathogénes

Protéase Protection contre les agents (Alietal., 2022)
pathogénes

Lipases Protection contre les agents (Bandi et al., 2023)

pathogénes

Sidérophores

Protection contre les agents
pathogénes et stimulation de la
croissance des végétaux

(Ahmed et Holmstrém, 2014 ;
Verbon et Liberman, 2016 ).

Les cytokinines

Stimulation de la croissance des

(Mengistu et al.,2022)

végetaux

Les gibbérellines Stimulation de la croissance des | (Kumar et al., 2023)
végetaux

L’éthyléne Stimulation de la croissance des | (Igbal et al., 2021 )
végetaux

L’acide indole-acétique(AlA)

Stimulation de la croissance des
végetaux

(Pérez Cordero et al., 2023)

Parmi les métabolites secondaires impliques dans la stimulation de la croissance

végétale, on retrouve une phytohormone essentielle : I’acide indole-3-acétique (AlA), qui joue

un role clé dans le développement des plantes (Pérez Cordero et al., 2023)
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I11.1. L'acide indole-3-acétique (AlA)

111.1.1. Définition

L'auxine est la premiere phytohormone identifiée, et elle demeure 1’une des plus
étudiées en raison de son influence et de son rdole fondamental et indispensable dans le
développement des plantes (Gomes et Scortecci, 2021). En outre, le terme auxine a été
étendu a un ensemble de composés naturels présentant des propriétés analogues ainsi qu’a des

hormones de synthese aux effets comparables (Kochar et al., 2011).

Parmi les diverses auxines biologiquement actives, la littérature scientifique se
concentre principalement sur I'AlA, de sorte que les termes AIA et auxine sont souvent
utilisés de maniere interchangeable (Spaepen et al., 2007). Néanmoins, il existe d’autres
composes qui présentent une activité semblable a celle de l'auxine, tels que l'indole-3-
pyruvate, l'indole-3-acétamide et l'indole-3-acétaldehyde. Par ailleurs, certaines formes
d’auxine sont biologiquement inactives, comme 1'acide 4-chloroindole-3-acétique ou diverses
formes conjuguées a des alcools, des acides aminés, des sucres ou des glycoprotéines
(Korasick et al., 2013).

L’AIA est généralement produit sous forme de métabolite secondaire par les PGPR,
notamment Pseudomonas fleuresens (Rajkumar et al., 2008) . Ces bactéries utilisent les
substrats riches présents dans les exsudats racinaires pour synthétiser et libérer I’AIA dans la

rhizosphere, ou il favorise le développement des plantes (Khan et al., 2009).
II1.1.2. Structure chimique d’AIA

L'acide indole-3-acétique est un acide faible avec un pKa compris entre 4.75 et
4,85 .En solution a pH neutre, I'AIA se présente sous sa forme dissociée anionique (Ljung,
2013 ; Fu et al., 2015 ; Zhang et al., 2021). Il est formé d'un noyau indole relié a une courte
chaine latérale carbonée portant le groupement carboxyle (Normanly, 2010 ;Giri et al., 2020)
(Figure06). C’est la seule phytohormone pour laquelle un transport polarisé actif a été
clairement démontré, impliquant des transporteurs spécifiques tels que les protéines PIN et
AUX/LAX (Zazimalova et al., 2010).
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Figure 06: structure chimique de I’acide indole 3-acétique (AIA) (simon, 2020)

I11.1.3. Voie de biosynthése de I’acide indole acétique

Le tryptophane est le principal précurseur de la biosynthése de I’acide indole-3-
acétique (AlA) chez les bactéries promotrices de croissance des plantes (PGPB), telles que
Pseudomonas fluorescens (Monteiro et al., 1988 ;Oberhénsli et al., 1991 ; Tang et al.,
2023). Ce composé est généralement acquis par les bactéries a partir des exsudats racinaires,
riches en substances hydrosolubles comme les acides aminés, les sucres et les acides

organiques.

Selon Tang et al. (2023), la biosynthese de I'AIA implique cing voies dépendantes du
tryptophane (figureQ7) :

1 — La voie de I'indole-3-acétamide (IAM) : chez les PGPB, I'AlA serait synthétisée via la
voie constitutive IAM, non encore observée chez les plantes. Dans cette voie, le L-Trp est
converti en AIA en deux étapes, la premiere catalyse la décarboxylation oxydative du Trp par
la Trp-2-monooxygénase (TMO) pour former I'lAM. Cette derniére est ensuite hydrolysee en
AlA par I'lAM-hydrolase (IAH) (Tang et al., 2023).

2— La voie de I'acide indole-3-pyruvique (IPyA) : dans cette voie, le tryptophane est d'abord
converti en IPA par les aminotransférases, puis en indole-3-acétaldenyde (IAAId/IAD) sous
I'action du pyruvate décarboxylase (IPDC). Enfin, I'lAAId est converti en 1AA sous l'action

des aldéhydes déshydrogénases (Spaepen et Vanderleyden ,2011).

3 — La voie de la tryptamine (TAM) : le tryptophane est d'abord converti en tryptamine par
le tryptophane décarboxylase, ensuite la tryptamine est a nouveau convertie en indole-3-
acetaldéhyde par I'amine oxydase. Enfin, I'lAAId est convertie en AIA par l'aldéhyde

déshydrogénase (Tang et al., 2023).
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4—L a voie de I'indole-3-acétonitrile (IAN) : elle est largement étudiée a I’aide des enzymes
nommees AlA-nitrilases qui catalysent la conversion de L'IAN en AIA, ce qui indique la
conversion de L'IAN en AlA via L'lAM (Bartling et al., 1992).

5 — La voie de I'oxydase de la chaine latérale du tryptophane (TSO) : cette voie n'a été
observée que chez Pseudomonas fluorescens et elle implique deux enzymes clés, la TSO et le
tryptophane transaminase. D’abord le tryptophane est directement converti en IAAld par
I'oxydase de la chaine latérale, ensuit I'lAAId est converti en IAA par I'indole-3-acétaldéhyde

déshydrogénase (Tang et al., 2023).

Une voie indépendante du tryptophane qui a besoin de la présence d'indole-3-glycérol
phosphate ou I'indole comme principaux précurseurs (Spaepen et al.,2007 ) (FigureQ7).

— S—
-—"'_—-—--—.’:\

= =

Figure07 : les voies de biosynthese de I'AIA dépendantes et indépendante du tryptophane
(Tang et al.,2023)




CHAPITRE I Synthése Bibliographique

111.1.4. Role de I’acide indole-3-acétique (AlA)

L'acide indole-3-acétique (AlA) est I'auxine naturelle la plus courante dans le monde
végetal. Il influence divers processus physiologiques des plantes en stimulant leur croissance
et en modifiant I'équilibre hormonal (Nutaratat et al.,2016 ; Bishnu et al., 2021).

L’AIA favorise un large éventail de caractéristiques de croissance des plantes,
notamment la croissance des racines et des pousses, l'expansion cellulaire, la colonisation
bactérienne des racines, la différenciation des tissus vasculaires, la défense contre les
pathogenes, la stimulation de la division cellulaire, le relachement des parois cellulaires des
racines et I'absorption des minéraux et des nutriments du sol par la plante. En outre, I'AIA
augmente le taux de développement du xyleme, contrdle les processus de croissance
végétative, initie la formation latérale et ’adventice de la racine, affecte la photosynthése, la
production des pigments, la biosynthése de divers métabolites et la résistance aux conditions
stressantes( Duca et al., 2018 ; Chandra et al.,2018 ; Alemneh et al., 2021 ; Vega-
Celedon et al., 2024;Vasanthabharathi et al., 2025 )

L'effet des auxines dans les plantes dépend de leur concentration et du type de tissu sur
lequel elle agit. Une quantité plus élevée d'auxine inhibe I'élongation des racines, tandis

qu'une quantité plus faible la favorise (Ahemad et Kibret, 2014).

111.1.5. Les facteurs influencent la biosynthese de I'AIA

La biosynthése d’AIA est influencée par divers facteurs environnementaux, tels
qu’un pH acide, la température , concentration de tryptophane ,le stress osmotique de la
matrice ou une carence de source de carbone , ainsi que par des facteurs génétiques
principalement les génes impliqués dans la biosynthése et leur mode d'expression (Ona et
al., 2003 ;Spaepen et al., 2007; Gopalakrishnan et al., 2015 ; Bouremani et al., 2023 ; Li
et al., 2024).

La régulation hormonale croisée joue un role crucial. L'AlA entre en interaction avec
d’autres phytohormones, telles que 1’éthyléne, les cytokinines ou I’acide abscissique, formant
un réseau complexe de signalisations qui module son taux de biosynthése et son transport
(Teale et al., 2006 ;Mdller et Sheen,2008)
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Notre travail qui porte sur 1’optimisation de la production de I’acide indole -3-
acétique (AIA) par quelques souches de Pseudomonas spp. fluorescents, a été réalisé au sein
du Groupe SAIDAL, au niveau du département de microbiologie et de physicochimie, ainsi
qu’a I’institut pasteur et au laboratoire de Protection et de Valorisation des Ressources

Agrobiologiques de I’université Blida 1, durant la période allant du 13 février au 29 mai 2025.

I1.1. Matériel
11.1.1. Matériel biologique

11.1.1.1. Les souches de Pseudomonas spp. fluorescents

Dix souches de Pseudomonas spp. fluorescents ont été utilisées dans notre travail.
Ces derniéres ont été isolées en Mars 2021 a partir de la rhizospheére et I'endophytosphere
du palmier dattier des régions de Kenadsa et Taghit situées respectivement a 22 km et 93 km
de la wilaya de Bechar (tableau 02). L’identification moléculaire préalable par PCR a permis

de confirmer qu’il s’agit de Pseudomonas fluorescens

Tableau 02 : Origine des souches de Pseudomonas spp. fluorescents utilisées

Code de la souche Type Lieu d’isolement
TBR51 Endophyte Taghit( Biskra)
CF1 Endophyte Taghit( Ra EI Hmar)
TB1 Endophyte Tarit( Biskra)
KHE7 Endophyte Kenadsa (Hmira)
BB10 Rhizosphrique Tarhit Biskra
F21 Rhizosphrique Kenadsa (Feggous)
F27 Rhizosphrique Kenadsa (Feggous)
F48 Rhizosphrique Kenadsa (Hmira)
TC1 Rhizosphrique Taghit( Chirka)
TR7 Rhizosphrique Taghit( Ra EI Hmar)

11.1.1.2. Les semences de tomate

Les semences de tomate de la variété Saint Pierre ont ét¢ fournies par I’institut

Technique des Cultures Maraichéres et Industrielles (ITCMI) de Staouéli — Alger.
11.1.2. Matériels non biologique

Nous avons utilisé comme matériel non biologique ; les milieux de culture, les

verreries, les réactifs, les solvants ainsi que les appareillages (Annexe01).
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11.2. Méthodes

11.2.1. Purification et revivification des souches

La pureté des souches bactériennes de Pseudomonas spp. fluorescents a été veérifiée
sur le milieu King B, aprés une incubation de 24 h a 30 °C (King et al., 1954), en réalisant

plusieurs repiquages successifs jusqu’a I’obtention de souches pures ( Figure 08 ).

Figure 08 : purification des souches (original).

111.2.2. conservation

Apres purification, les isolats sont conservés sur milieux King B additionné de

glycérol (25%) (Annexe 01) dans des tubes inclinés maintenus a 4°C.
111.2.3. Caracterisation des souches
111.2.3.1. Examens macro et microscopique

a. Examen macroscopique

L’examen macroscopique consiste a étudier a 1’ceil nu ’aspect, 1’opacité, 1’élévation,

la forme, les bords et la couleur des colonies.
b. Examen microscopique

L’observation microscopique a 1’état frais (examen entre lame et lamelle de bactéries
vivantes) ainsi que la coloration de Gram permettent d’étudier 1’aspect morphologique des

cellules microbiennes.
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v" Coloration de Gram

La coloration de Gram est la coloration de base en bactériologie, également appelée
double coloration en raison de I’utilisation de deux colorants : le violet de gentiane et la
fuchsine. Son objectif est de classer les micro-organismes en deux groupes, Gram positif
(Gram +) et Gram négatif (Gram -), en fonction de la composition chimique de leur paroi

cellulaire et de leur affinité pour les différents colorants (Perry et al., 2004 ; Camille, 2007).
[] Etapes de la coloration de Gram

1. Préparation du frottis bactérien : Une goutte d’eau distillée stérile est déposée au
centre d’une lame. A I’aide d’une pipette Pasteur stérile, une colonie bactérienne jeune
(agée de 24 heures) est prélevée, puis étalée de maniere homogeéne sur la lame. Le
frottis est ensuite fixé par la chaleur a I’aide d’un bec Bunsen. Avant de procéder a la
coloration, il est essentiel de s’assurer que le frottis est parfaitement refroidi.

2. Coloration de base : Le frottis est entierement recouvert de violet de gentiane. Apres
une minute d’action, la lame est rincée a I’eau distillée.

3. Mordancage : La lame est recouverte de solution de lugol pendant 45 secondes, puis
rincée a 1’eau distillée.

4. Décoloration : L’alcool est appliqué goutte a goutte sur une lame inclinée durant 10 a
20 secondes, jusqu’a décoloration complete. Un ringage immédiat a I’eau distillée est
effectué.

5. Contre-coloration : La lame est recouverte de fuchsine (ou de safranine) pendant une
minute, puis rincée a 1’eau distillée.

6. Séchage et observation : La lame est sechée entre deux feuilles de papier filtre, puis
brievement a la chaleur. L’observation se réalise ensuite au microscope photonique a

immersion (objectif x100).

Une autre méthode complémentaire décrite par Suslow et al. (1982) consiste a déposer 2 a
3 gouttes d’une solution de KOH a 3 % sur une lame, puis a y ajouter une petite quantité
d’une culture bactérienne agée de 24 h. Une réponse positive (indiquant un Gram négatif) se

manifeste par la formation d’un fil visqueux lors de I’agitation a 1’aide d’une pipette stérile.

Cette viscosité resulte de la lyse des cellules bactériennes Gram négatif sous l'effet de la

potasse, libérant leur ADN, ce qui confére a la préparation un aspect filant. En revanche, les
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bactéries Gram positif, dotées d'une paroi plus épaisse et resistante a la lyse par le KOH, ne

produisent pas ce filament, ce qui permet de les différencier rapidement et simplement
111.2.3.2. Examen physiologique et biochimique des souches

a. Test de fluorescence

Selon Olmar et al. (2001), le test de fluorescence est considéré comme le premier test

pour la sélection préliminaire des isolats.

La mise en évidence de la production du pigment fluorescent est réalisée sur le milieu
King B aprés une incubation de 24 a 96 heures a 30°C. Le développement du pigment
fluorescent est révélé sous UV (350-400nm) (Guiraud, 1998), ou a I’ceil nu dans le cas

d’intensité élevée en comparaison avec un témoin non ensemence.
b. Test d’oxydase

La recherche de 1’oxydase présente un intérét taxonomique en ce qui concerne les

bactéries a coloration de Gram négative.

Le test de ’oxydase consiste a mettre en évidence la capacité que possede la bactérie a
oxydé un réactif incolore (NN-diméthyle - paraphyléne diamine) en un dérivé rose violacé. Le
test est réalisé par mise en contact d’une créme bactérienne jetine de 24h avec un disque
d’oxydase, la réponse indique la présence de cytochrome oxydase se manifeste par
I’apparition d’une coloration violette apres 10 secondes. La réponse est positive tardive
lorsqu' elle apparait en retard (10 a 60 secondes) au-dela de 60 secondes la réponse est
négative (Hildebrand et al., 1988).

c. Test du catalase

La catalase catalyse la décomposition du peroxyde d’oxygene, trés toxique, produits

par des réactions cellulaires.

Une colonie de bactéries est disposée sur une goutte de H202. Le dégagement de bulles

signifie une réaction catalase positive (Raylomanantsoa, 2004).
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d. Identification biochimique

La galerie API 20 E est un systeme standardisé de tests biochimiques, contenant 20
cupules renfermant différents substrats déshydratés utilisés pour 1’identification rapide des

bactéries. Chague cupule correspond a un test biochimique spécifique.

v Technique

Préparation de la galerie : Le fond de la boite d’incubation (partie alvéolée) est rempli avec
de I’eau distillée stérile afin de maintenir un niveau d’humidité optimal durant toute la période

d’incubation.

Préparation de I’inoculum : A partir d’une culture pure agée de 18 a 24 heures, quelques
colonies isolées et morphologiquement similaires sont prélevées a I’aide d’une anse de platine
stérile, puis mises en suspension dans 5 ml d’eau distillée stérile. La densité de la suspension

obtenue doit étre équivalente a 0,5 sur 1’échelle de McFarland.

Inoculation de la galerie : Une quantité appropriée de la suspension bactérienne est prélevée
a ’aide d’une micropipette ou d’une seringue stérile, puis les cupules de la galerie sont

soigneusement remplies, conformément aux instructions du fabricant.

7 Pour les tests CIT, VP et GEL, remplir le tube et la cupule.

7 Pour les autres tests, remplir uniquement les tubes.

(1 Pour les tests LDC, ODC, ADH, H:S et Urée, créer une anaérobiose en recouvrant les
cupules avec de I’huile de vaseline stérile.

= Marquer le plateau avec le code de la souche et la date.

71 Refermer la boite, puis incuber a 37 °C pendant 24 heures (selon les recommandations

de BioMérieux).

Les réactions produites pendant I’incubation se traduisent par des virages colorés

spontanés ou révélés apres 1’addition de réactifs spécifiques.

La lecture des résultats se fait a I’aide d’un tableau d’interprétation, et ’identification
finale est obtenue a partir du catalogue analytique ou d’un logiciel d’identification fourni par

BioMeérieux (Annexe02).
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11.2.4. La mise en évidence de la production de I’acide indole -3- acétique
(AlA)

Pour sélectionner les souches productrices d’acide indole-3-acétique (AIA) et

déterminer leur concentration en pg/ml, on a besoin de tracer une courbe d’étalonnage.
11.2.4.1. Courbe d’étalonnage de ’acide indole acétique (AIA)

La courbe d’étalonnage est une méthode utilisée pour quantifier la concentration
d’AIA dans un échantillon en se basant sur la mesure de 1’absorbance spectrophotométrique a

530 nm d’une série de solutions étalons de concentrations connues.

La méthode suivie est celle décrite par Chandra et al. (2018), avec quelques

modifications.
v Préparation de la solution mére d’AIA (100 pg/ml)

1. Peser précisément 10 mg d’AIA a I’aide d’une balance analytique.

2. Dissoudre la poudre d’AIA dans une petite quantité d’éthanol.

3. Compléter jusqu’au trait de jauge avec de 1’éthanol pur pour atteindre un volume
final de 100 ml.

4. Homogénéiser doucement la solution.

v' Préparation des solutions étalons d’AIA a partir de la solution mére (100

pg/ml) (Tableau 04)

Formule utilisée : C1xV1=C2xV?2

R
°o

C1= concentration de la solution mere (100 pg/ml)

R
°n

V1= volume a prélever
% C2= concentration désiree
V2 = volume final (10 ml)

L)

2
L X4
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Tableau 03: les volumes nécessaires pour préparer des solutions étalons d’AIA a partir de
la solution mere a 100 pg/mi

Concentration désirée C2 Volume a prélever (Vi) de | Volume d’éthanol ajouté

(ug/ml) la SM a 100 pg/ml (en ml) pour compléter le volume
final a 10 ml

5 0.5 9.5

10 1 9

20 2 8

30 3 7

40 4 6

50 5 5

Prélever le volume correspondant de la solution mere a 1’aide d’une pipette graduée,
puis le transférer dans une fiole jaugée de 10 ml. Compléter ensuite jusqu’au trait de jauge

avec de I’éthanol, puis homogénéiser soigneusement la solution.

v" Réaction avec le réactif de Salkowski

Iml du chaque solution est additionné de 2ml du réactif de Salkowski (50ml d’acide

perchlorique 35% et 1 ml de FeClI3 & 0,5M) (figure09).

L’incubation est réalisée a D’obscurit¢ pendant 30 minutes pour permettre le
développement de la couleur rose (Figure09). Aprés incubation, I’absorbance est mesurée a

530 nm a I’aide d’un spectrophotométre.

S B B
i

-
& BN

Figure09 : Préparation de solutions standards a différentes concentrations avec le réactif de

Salkowski (original).

11.2.4.2. Production de I’acide indole acétique (AIA)

Un volume de 100 pL de chaque suspension d’isolat est inoculé dans 10 ml de

bouillon Luria-Bertani (LB) additionné de tryptophane (5 g/L) (FigurelQ), puis incubé
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pendant 96 heures a 30 °C. Apres incubation, les cultures bactériennes sont centrifugées a

5000 rpm pendant 20 minutes.

Figure 10: Préparation des suspensions et des cultures bactériennes (original)

(a) : Suspension bactérienne (b) : Ensemencement de bouillon Luria-Bertani (LB) avec la culture
bactérienne

L’estimation de la production d’AIA dans le surnageant est réalisée par dosage
colorimétrique selon la méthode de Loper et Schroth (1966). Un volume de 1 ml de chaque
surnageant est mélangé avec 2 ml du réactif de Salkowski (50 ml d’acide perchlorique 35 %
et 1 ml de FeCls a 0,5 M). Le développement d’une coloration rose aprés 30 minutes
d’incubation a température ambiante, dans 1’obscurité, indique la présence d’AIA produite par

I’isolat (Bric et al., 1991).

La densité optique est mesurée a 530 nm (Figurell), et les concentrations d’AIA
produites par chaque souche sont déterminées a partir de la courbe d’étalonnage (annexe3)

établie a I’aide d’une solution standard d’AlA (Fluka).

Figure 11: Mesure de la densité optique a 530 nm a I’aide d’un spectrophotomeétre (original).
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I1.2.4.3. Optimisation des parametres de production de I’acide indole

acétique (AlA)

Afin d’optimiser la production d’acide indole-3-acétique (AlA), les trois souches les

plus performantes (F48, TR7 et CFl) ont été sélectionnées pour une série d’essais

expérimentaux ciblant six parametres environnementaux et nutritionnels. Chaque parametre a

été étudié individuellement, en maintenant constants les autres facteurs selon les conditions de

base définies (culture en milieu liquide contenant 5 g/L de L-tryptophane, a pH 7, 30 °C,
pendant 96 h) (Figure 12).

Optimisation de

|

la production
I o
[ [ [ [ , 1 |
Temps Tempeérature L-Tryptophane pH Source de Source
d‘incubation d’incubation (g/L) carbone d’'azote
\
24 h —| 25°C —| 2 g/l —| 5 ——[ Fructose —[Peptone
48 h —| 30°C ~| 5 g/l —| 7 Amidon —{ Extrait
de soja
96 h —I 42°C ~‘ 10 g/l ~| 9 Sucrose Extrait
de viande

Arabinose

Extrait de |

levure

ik

Figure 12: les paramétres d’optimisation (original).

Les parameétres suivants ont été évalués :

v" Temps d’incubation : Les cultures ont été incubées pendant 24, 48 et 96 heures. Des

aliquotes ont été prélevées a chaque intervalle pour dosage de 1’ AIA par la méthode de

Salkowski.

Température d’incubation :

Les souches ont été cultivées a trois températures

differentes : 25 °C, 30 °C et 42 °C, tout en maintenant les autres parametres constants.

Concentration en L-tryptophane : Le milieu a été enrichi avec trois concentrations

différentes de L-tryptophane : 2 g/L, 5 g/L et 10 g/L. Ce précurseur étant essentiel a la

biosynthese de I’ AIA, son effet a été observé sur la quantité produite.
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v" pH initial du milieu : Le pH du milieu de culture a été ajusté a I’aide de NaOH ou
HCl a des valeurs de 5, 7 et 9, avant stérilisation, afin d'étudier I'effet de
I’acidité/alcalinité sur la production d’AIA.

v Source de carbone: I'extrait de levure représente une source de carbone secondaire a
été remplacé séparément par 1’une des sources suivantes : fructose, amidon, sucrose,
arabinose, toutes a une concentration équivalente (5g/L), pour tester leur effet sur la
production d’AlIA.

v’ Source d’azote : De méme, la source d’azote du milieu (la peptone) a été remplacée
par I’un des composés suivants : extrait de soja ou extrait de viande (& 5 g/L), afin

d’évaluer leur impact sur la biosynthése de I’ AIA

Pour chaque essai, les cultures ont été réalisées dans des tubes contenant 10 ml de milieu
de culture, incubés sous agitation. Aprés incubation, les cultures bactériennes sont
centrifugées a 5000 rpm pendant 20 minutes. L’estimation de la quantité d’AIA dans le
surnageant est réalisée par dosage colorimétrique selon la méthode de Loper et Schroth
(1966). Un volume de 1 ml de chaque surnageant est mélangé avec 2 ml du réactif de
Salkowski (Figurel3).

Figurel3: Préparation des cultures bactériennes et dosage colorimétrique (original).

(a) : Ensemencement de bouillon Luria-Bertani (LB) optimise avec la culture bactérienne (b) : dosage
colorimétrique avec le réactif Salkowski

La densité optique est mesurée a 530 nm (Figurel4), et les concentrations d’AIA
produites par chaque souche sont déterminées a partir de la courbe d’étalonnage établie a

I’aide d’une solution standard d’AIA
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11.2.5. Extraction et purification de ’AIA

La méthode suivie est celle décrite par Ahmad et al. (2005), avec quelques

modifications.

Des colonies bactériennes ont été inoculées dans 200 ml de bouillon LB amendé avec
5 g/L de tryptophane, puis incubées a 28 + 2 °C pendant une semaine dans un incubateur a
agitation. Aprés incubation, les cellules bactériennes ont été séparées du surnageant par

centrifugation a 10 000 rpm pendant 30 minutes.

Le surnageant a ensuite été acidifié a un pH compris entre 2,5 et 3,0 a l'aide de HCI 1
N, puis extrait deux fois avec de l'acétate d’éthyle, a un volume double de celui du
surnageant. A chaque extraction, la phase aqueuse a été éliminée, et seule la phase organique
(phase contenant 1’ATIA) a été conservée a 4 °C pour étre évaporée a sec par la suite
(Figurelb).

La fraction d'acétate d'éthyle extraite a été évaporée a sec dans un évaporateur rotatif a

40°C. L'extrait a été dissous dans 1 ml de méthanol (figurels).

Figurel5 : les étapes d’obtention des extraites de I'AIA (original).
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(a) : récupération de surnageant apres centrifugation (b) : acidification de surnageant (c) : mesure
de volume de surnageant (d) : phase de décantation (e) : élimination de la phase aqueuse (f) :
évaporation par le rot a vapeur

11.2.5.1. Chromatographie sur couche mince (CCM)

La méthode suivie est celle décrite par Ahmad et al. (2005), avec quelques

modifications

Les fractions d'acétate d'éthyle (10-20 ul) ont été déposées sur des plaques TLC (gel de
silice Gf254, épaisseur 0,25mm), puis développées dans une phase mobile composée l'acétate
d'éthyle: chloroforme : acide formique (55:35:10) (Figurel6)

Les taches présentant des valeurs Rf identiques a celles de I'AIA standard ont été
identifiées sous lumiere UV (366nm), puis révélées par pulvérisation avec le réactif de

Salkowski

Figurel6 : caractérisation de I’extrait par la CCM (original).

(a) : Dépot des fractions sur la plague TLC G254 (b) : Immersion de la plaque TLC Gf254 dans la cuve

contenant la phase mobile
11.2.8. Application in vitro

L’évaluation du potentiel biostimulant des souches rhizosphérique F27 et
endophytique CF1 a été menée via une application in vitro sur des graines de tomate, en vue
de mesurer le taux de germination et I’indice de vigueur associés aux différents traitements

(Bellishree et al.,2014)

11.2.8.1. Désinfection des semences
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Les graines de tomate ont été stérilisées en surface a I’aide d’une solution
d’hypochlorite de sodium a 2 % pendant 30 secondes, puis rincées cinq fois avec de I’eau

distillée stérile et séchées sur du papier filtre stérile.
11.2.8.2. Bactérisation des semences

Les semences ont été imprégnées dans 10 ml d'une suspension bactérienne contenant
0,1 g de la carboxyméthylcellulose(CMC) (Figurel8). Pour ce faire quatre traitements (T1,
T2, T3 et T4) ont été effectués.

T1: Témoins, semences traitées avec de 1’eau distillée stérile.
T»: Semences bactérisées avec la souche F27.
T3 : Semences bactérisées avec la souche CF1.

T4 Semences bactérisées avec les souches F27+ CF1.

Figure 18: Inoculation des semences dans une suspension bactérienne contenant de la
carboxymethylcellulose (CMC) (original).

Apreés une nuit de contact sous agitation, les semences ont été réparties a raison de 10
graines par boite de pétri en verre stérile, contenant du papier filtre humide stérile maintenues
en position a I’aide d’une autre bande de papier filtre préalablement humidifiée et placee sur
les graines et doucement pressée (Figurel9). Trois réplicas ont été réalisés pour chaque

traitement, soit un total de 30 graines pour chaque traitement.
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Figure 19: La répartition des graines dans une boite de Pétri en verre (original).

Afin de favoriser la germination, les boites ont été recouvertes de papier aluminium et

incubées pendant 9 a 10 jours a 23 °C dans une chambre de culture (mini serre) (Figure 20).

Figure 20: incubation des boites de Pétri en verre recouvertes de papier aluminium (original).
11.2.8.3. Taux de germination et Indice de la vigueur

11.2.8.3.1. Taux de germination

L’estimation du taux de germination des semences consiste a compter le nombre de
graines germées par rapport au nombre initial de graines placées dans chaque boite. Le suivi
de la germination a commencé 24 heures apres la mise en boite, a raison d’une observation
par jour pendant 9 a 10 jours. Le taux de germination a été calculé selon la formule décrite
par Abdul Baki et Anderson (1973).

Taux de germination = (Nombre de graines germées / Nombre de graines semées) x100
11.2.8.3.2. Indice de la vigueur

L’indice de vigueur a été calculé en utilisant la formule décrite par Abdul Baki et

Anderson (1973).

Indice de la vigueur = longueurs de la plantule (longueur moyenne des racines +

longueur moyenne des pousses) x pourcentage de germination .
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Figure2l : Mensuration de la longueur des plantules (original).
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Résultats et Discussion

I11.1. Résultats et interprétation

Le repiquage successives des dix souches (TC1, TB1, F48, F21, BB10, TBR51,

KHE7, CF1, TR7, F27) sur milieu king B et milieu cétrimide a permis d'obtenir des colonies

pures (Figure 22).

Figure 22:croissance des colonies apres repiquages successifs des souches bactériennes

(original)

(a) croissance sur milieu king B (b) croissance sur milieu cétrimide

I11.1.1. Caractérisation des souches

111.1.1.1. Examen macroscopique des colonies

Apres purification, les souches bactériennes ont montré sur le milieu KB des caractéres

culturaux trés rapprochés. D’une maniére générale, les colonies présentent un contour régulier,

la coloration est souvent créme et parfois beige. Pour toutes les souches, 1’aspect des colonies

est lisse et parfois rugueuse, leur élévation est convexe et le diamétre varie de 0.5 a 4 mm et

cela en fonction de 1’age de la culture (Tableau 04).

Tableau 04: quelques caractéristiques macroscopiques des souches Pseudomonas fluorescens
isolées (originale).

Souches

Aspect

forme

Bord

Elévation

Opacité

TC1

Lisse

Circulaire

Réguliére

Convexe

Opaque

Pigmentation sur
king B
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TB1 Lisse Circulaire | Réguliére | Convexe Opaque
F48 Lisse Circulaire | Réguliére | Convexe Opaque
F21 Lisse Circulaire | Réguliére | Convexe Opaque
BB10 Lisse Circulaire | Ondulé Convexe Opaque
TBR51 Lisse Circulaire | Réguliére | Convexe Opaque
KHE7 Lisse Circulaire | Réguliére | Convexe Opaque
CF1 Lisse Circulaire | Réguliére | Convexe Opaque

Vert
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TR7 Lisse Circulaire | Réguliére | Convexe Opaque

F27 Lisse Circulaire | Réguliere | Convexe | Opaque

e Test de la Fluorescence

Le test de la fluorescence réalis¢ sur les 10 isolats a révélé la présence d’un pigment
fluorescent traduisant par une couleur jaune verdatre sous la lampe UV (350nm) (Tableau
04), dont I’intensité de la fluorescence varie d’une souche a une autre. Nous avons constaté
que la fluorescence varie non seulement en fonction des souches mais aussi selon 1’age de la
culture. La coloration et I’intensité du pigment émis varie du vert jaune au jaune brun(

Figure 23).

Figure 23:Observation des isolats sous lampe UV (350nm)
111.1.1.2. Examen microscopique des colonies

e Coloration de Gram

La coloration de Gram a révélé que les dix souches sont des bacilles & Gram négatif
(Figure24).




CHAPITRE 111 Résultats et Discussion

Figure 24: Observation des souches de Pseudomonas fluorescens apres coloration de Gram,
au microscope photonique (Gx100) (original).
Ce constat est vérifié par le test de potasse indicateur de Gram, 1’augmentation de la
viscosité du KOH et la formation d’un filament mucoide confirme que ces bactéries sont a

Gram négatif (Figure25).

Figure 25: Formation d’un filament mucoide confirmant le Gram négatif par le test de KOH
(originale).

e Mobilite

L’observation en microscopie optique (Gx40) a révélé des cellules de morphologie
bacillaire. Bien que ce grossissement ne permette pas une confirmation directe de la mobilité,
le déplacement aléatoire observé dans le champ suggere une motilité potentielle chez les dix

souches de Pseudomonas fluorescens.
111.1.1.3. Examen physiologique et biochimique des colonies

e Test d’oxydase

D’apres les résultats obtenus, les dix souches sont oxydase positives (oxydase+)

(Figure 26).
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Figure 26 : Résultats du test d’oxydase (originale).

e Test de Catalase

D’apres les résultats obtenus, les

(Figure27).

Figure 27: Résultats du test catalase (originale).

dix souches sont catalase positives (catalase +)

Toutes les souches sont fluorescentes (+), @ Gram négatif (-), KOH positives, mobiles

(+), et présentent des tests d’oxydase et de catalase positifs, indiquent fortement qu’il s’agit de

souches Pseudomonas fluorescence (Tableau 05)

Tableau 05 : quelques caractéristiques d’identification des souches Pseudomonas fluorescens

isolées (originale).

Souches

Fluorescence

Gram

KOH

Mobilites

oxydase

Catalase

TC1

TB1

F48

F21

BB10

TBR51

KHE7

CF1

[+ [+ |||+ +

[+ [+ |||+ +

[+ [+ |||+ +

[+ ][+ |||+ +

[+ ]+ |+ |+ +] +
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TR7 + - + + + +
F27 + - + + + +
(+) : positive () : négative

e ldentification biochimique

L’identification biochimique des

Pseudomonas fluorescens (Tableau 06)

Tableau 06: Identification biochimique des souches Pseudomonas fluorescens isolées par la

Galerie API 20E (originale).

Souches Identification biochimique
Pseudomonas fluorescens
TC1
TB1 Pseudomonas fluorescens
F48 Pseudomonas fluorescens
F21 Pseudomonas fluorescens
BB10 Pseudomonas fluorescens
TBR51 Pseudomonas fluorescens
KHE7 Pseudomonas fluoresens
CF1 Pseudomonas fluorescens
4 -
TR7 Pseudomonas flurescns

souches isolées (TC1, TB1, F48, F21, BB10,
TBR51, KHE7, CF1, TR7, F27) par la Galerie APl 20E a permis de confirmer qu'il s'agite de
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F27 Pseudomonas fluorescens

I11.1.2. Production qualitative et quantitative d’acide indole -3-acétique
(AlA)

La production qualitative d’acide indole-3-acétique (AlA) a été observée chez toutes
les souches testées (Tableau 07). Ces dernieres (TC1, TB1, F48, F21, BB10, TBR51, KHE7,
CF1, TR7, F27) ont développé une coloration rose a rouge (Figure28) aprés 30 minutes
d’incubation a température ambiante, dans 1’obscurité, suite a 1’addition du réactif de
Salkowski, qui révele la présence d’AIA. L’intensité de la coloration varie en fonction de la
quantité d’AIA produite par chaque isolat. La quantit¢ de I’AIA a été déterminée a I’aide
d’une courbe d’étalonnage (Annexe 03), le taux le plus élevé a été enregistré chez la souche
rhizosphérique F27 (10,581 pg/ml), suivie de la souche rhizosphérique TR7 (10,308 pg/ml) et
enfin de la souche endophytique CF1 (8,907 pg/ml). La plus faible concentration a été
observée chez la souche rhizosphérique TC1 (0,747 pg/ml).

Tableau 07: Production qualitative et quantitative d’acide indole acétique (AIA).

Souches Production Production
Qualitative  Quantitative pg/ml
+

TC1 0,747
TB1 ++ 4,358
F48 ++ 5,934
F21 ++ 7,183
BB10 ++ 7,341
TBR51 ++ 7,347
KHE7 ++ 7,75
CF1 +++ 8,907
TR7 +++ 10,308
F27 +++ 10,581

(+) : l1égérement rose, (++) : rose, (+++) : rose virant vers le rouge
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e
F -
-

. -
e

Figure28: coloration des souches aprés 1’addition du réactif de Salkowski

EA

(a) (b)

(a): souches F27+TR7 (b) : souche TBR51
I11.1.3. Optimisation des parametres de production de ’acide indole
acétique (AlA)

I11.1.3.1. Température d’incubation

L'effet de la température d’incubation a été étudié dans l'intervalle de 25 °C a 42 °C

(Figure28). La production d'AlA par les trois souches varie en fonction de la température

d’incubation.

Chez les souches F27 et TR7, la valeur maximale a été observée a une température
d’incubation de 30°C, avec des concentrations respectives de 10,581 pg/ml et 10,308 pg/ml.
Cette production a diminué¢ aux températures d’incubation de 25°C et 42°C, avec des

concentrations respectives de 6.643 pg/ml et 8.585 pg/ml pour F27 et de 7,756 pg/ml et
9,550 pg/ml pour TR7.

En revanche, chez la souche CF1, la valeur maximale a été observée a une
température d’incubation de 42 °C avec une concentration de 12,310 pg/ml. Cette production
a diminué aux températures d’incubation de 25°C et 30°C, avec des concentrations

respectives de 10,587 pg/ml et 8,907 pg/ml mais restent élevés comparativement avec les
souches F27 et TR7 (Figure 29).

15
r\Em 10
=] mf27
:—E 51 mtr7
f1
o c
25°C 30°C 42°C
Temperateur d'incubation

Figure 29: Histogrammes représentant les concentrations d’AIA en pg/ml en fonction de la
température d’incubation.
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111.1.3.2. PH

La capacité des isolats bactériens a produire de I’AIA a été testée en utilisant une
gamme de pH allant de 5 a 9 (Figure 30). Les trois souches ont été capables de produire de

I’AIA dans toute la gamme de pH testée, et leur production varie en fonction du pH de milieu.

Chez les trois souches F27, TR7 et CF1, la valeur maximale de production d’AlA a
été observée a pH neutre (pH=7), avec des concentrations respectives de 10,581 pg/ml,
10,308 pg/ml et 8, 907ug/ml.

Cette production a diminué dans les milieux acide (pH = 5) et basique (pH = 9) pour
les trois souches. Aux pH acides (pH = 5), les concentrations obtenues étaient de 7,532 pg/ml
pour F27, 7,407 pug/ml pour TR7 et 5,476 pg/ml pour CF1. Aux pH basiques (pH = 9), les
valeurs étaient respectivement de 8,012 pg/ml, 7,707 pg/ml et 8,590 pg/ml.

=

e

[AIA] ug/ml

PH

Figure 30 : Histogrammes représentant les concentrations d’AIA en pg/ml en fonction du PH
de milieu.

I11.1.3.3. Temps d’incubation

Aucune production d'AIA n’a été enregistrée pour les trois souches aprés un temps
d’incubation de 24 h et 48 h. Cependant, les trois souches ont produit de I’AIA apres un temps
d’incubation de 96h. La valeur maximale a été enregistrée chez la souche F27, avec une
concentration de 10,581 pg/ml, suivie de la souche TR7 avec une concentration de 10,308
pg/ml. La valeur minimale a été observée chez la souche CF1, avec une concentration de
8,907 pg/ml (Figure3l).
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Figure 31 : Histogrammes représentant les concentrations d’AIA en pg/ml en fonction du
temps d’incubation.

111.1.3.4. Concentration de tryptophane

La capacité des isolats bactériens a produire de I’AIA a été testée en utilisant des
concentrations croissantes de tryptophane (2, 5 et 10 g/l) (Figure32). Les trois souches ont été
capables de produire de I’AIA a toutes les concentrations testées, et leur production varie en

fonction de la concentration de tryptophane présente dans le milieu.

Chez les souches F27 et TR7, la valeur maximale a été observée a 10 g/l de
tryptophane, avec des concentrations respectives de 12,048 pg/ml et 10,701 pg/ml Cette
production a diminué avec 5 g/l et 2 g/l de tryptophane, avec des concentrations respectives
de 10,581 pg/ml et 4,685 pg/ml pour F27, et de 10,308 pg/ml et 4,576 pg/ml pour TR7.

En revanche chez la souche CF1, la valeur maximale a été observée a 5¢g/l de
tryptophane avec une concentration de 8,907 ug/ml. Cette production a diminué aux 10 g/l et
2 g/l de tryptophane, avec des concentrations respectives de 7,412 pg/ml et 2.121 pg/ml

e
o N b
1 1 1]

mf27

mtr7
i I cfl

tryptophane 2 tryptophane 5 tryptophanel0

[AIA] ug/ml

o N B OO
1

Concentration de tryptophane

Figure 32 : Histogrammes représentant les concentrations d’AIA en pg/ml en fonction du
Concentration de tryptophane.
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II1.1.3.5. Sources d’azote

La capacité des isolats bactériens a produire de I’AIA a été testée en utilisant
différentes sources d’azote a savoir la peptone, I’extrait de viande et I’extrait de soja
(Figure33). La production d'AlA par les trois souches varie en fonction de la source d’azote

utilisée dans le milieu de culture.

Chez les trois souches F27, TR7 et CF1 la valeur maximale de production d’AlA a
été observée dans le milieu contenant de la peptone, avec des concentrations respectives de
10,581 pg/ml pour F27, 10,308 pg/ml pour TR7 et 8, 907ug/ml pour CF1.

Cette production a diminué dans les milieux contenant de 1’extrait de viande ou de
I’extrait de soja, pour les trois souches, comparativement au milieu de base contenant la
peptone comme source d’azote. Dans le milieu contenant de I’extrait de soja, les valeurs
étaient respectivement de 8,994 pg/ml pour F27, 9,048 pg/ml pour TR7 et 7,417 pg/ml pour
CF1. Dans le milieu contenant de I’extrait de viande, les concentrations obtenues étaient de

5,972ug/ml pour F27, 6,861 pg/ml pour TR7 et 5,825 pg/ml pour CF1.

10 ~

£ 8-

>

z_ft 4 - mtr7
2 cfl

peptone extrait de viande extrai de soja

Source d'azote

Figure33: Histogrammes représentant les concentrations d’AIA en pg/ml en fonction de la
source d’azote.

111.1.3.6. Source de carbone

La capacité des isolats bactériens a produire de I’AIA a été testée en utilisant
différentes sources de carbone a savoir I’extrait de levure, le sucrose, le fructose, I’amidon et
I’arabinose (Figure34). La production d'AlA par les trois souches varie en fonction de la

source de carbone utilisée dans le milieu de culture.
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Chez les trois souches F27, TR7 et CF1 aucune production d’AIA n’a été observée
dans le milieu contenant de I’amidon. Pour la souche F27, la valeur maximale de production a
été observée dans le milieu contenant du sucrose, avec une concentration de 22,947 pg/ml.
Cette production a diminué¢ dans les milieux contenant du fructose, de 1’extrait de levure, et
de I’arabinose avec des concentrations respectives de 11,405 pg/ml pour le fructose, 10,581

pg/ml pour I’extrait de levure et 5,639 pg/ml pour I’arabinose.

Chez les souches TR7 et CF1 la valeur maximale de production d’AIA a été observée
dans le milieu contenant du fructose avec des concentrations respectives de 13,625 pg/ml
pour TR7 et 14,754 pg/ml pour CF1. Cette production a diminué dans les milieux contenant
du sucrose, de I’extrait de levure et de 1’arabinose. Pour la souche TR7 les concentrations
obtenues étaient de 13,417 pg/ml pour le sucrose, 10,30 pg/ml pour I’extrait de levure et
5,525 pg/ml pour ’arabinose. Pour la souche CF1 les concentrations obtenues étaient de
10,390 pg/ml pour le sucrose, 8,907 pg/ml pour I’extrait de levure et 5,394 pg/ml pour

I’arabinose.
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Figure34: Histogrammes représentant les concentrations d’AIA en pg/ml en fonction de la
source de carbone.

111.1.4. résultats de Chromatographie sur couche mince (CCM)

La chromatographie sur couche mince a été réalisée dans le but de séparer les
différents constituants des trois extraits de souches F27, TR7 et CF1 provenant du surnageant
de cultures en milieu LB supplémenté avec 5 g/L de tryptophane. Les trois extraits ont été

déposés au bord inférieur de la plaque TLC G254, puis la migration a été effectuée a 1’aide
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d’une phase mobile composée d’acétate d’éthyle, de chloroforme et d’acide formique. Apres

migration plusieurs taches ont été détectées dans chaque extrait (Figure3b).

La tache (Al) de la souche F27, la tAche (A2) de la souche CF1 et la tAche (A3) de la
souche TR7 ont montré une ressemblance avec la molécule standard de I'AlIA avec un
Rapport frontal (RF=0.88), ce qui suggere la présence probable de I’AIA dans les extraits des

trois souches.

La tache(B1) de la souche F27, la tache (B2) de la souche CF1 et la tache (B3) de la
souche TR7 ont présenté un RF=0.76 différent de celui du standard suggérant qu’il s’agit

d’un autre type de métabolites.

La tache (C1) de la souche F27, la tache (C2) de la souche CF1 et la tache (C3) de la
souche TR7 ont présenté un RF=0.49 différent de celui du standard suggérant qu’il s’agit

d’un second type de métabolites.

La tache (D1) de la souche F27, la tache (D2) de la souche CF1 et la tache (D3) de la

souche TR7 ont présenté un RF=0.37 différent de celui du standard suggérant qu’il s’agit d’un

troisieme type de métabolites.

Figure 35: Profil chromatographique par CCM des composeés extraits des souches F27, CF1
et TR7, aprés pulvérisation au réactif de Salkowski et observation sous UV a 366 nm.
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111.1.6. Application in vitro

L’application in vitro de la bacterisation des semences de tomate de la variété Saint
Pierre par deux souches de Pseudomonas fluorescens a permis d'évaluer deux paramétres

importants : le taux de germination et I’indice de vigueur.

111.1.6.1. Taux de germination

Le calcul de taux de germination des semences de tomate bacterisées avec les deux
souches utilisées séparées et en association a été réalisé dans le but d’identifier le traitement le

plus favorable au développement précoce des plantules.

Apres 9 jours d’incubation, les taux de germination les plus élevés ont été enregistrés
avec les semences bactérisées par les souches CF1(T2) et F27(T3) utilisées séparément,
atteignant respectivement 100 % et 99,66 %, des valeurs nettement supérieures a celle du
témoin(T1) (70 %) (Figure 41)

Concernant les semences traitées avec I’association des souches F27 + CF1(T4), un
taux de germination de 83,33 % a été observé, également supérieur au témoin, mais inférieur
a ceux obtenus avec les traitements T2 et T3 (semences traitées séparément avec les souches
F27 et CF1 respectivement) (Figure4l).
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Figure 41: effet des différents traitements (T1 a T4) sur le taux de germination des graines
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De plus I’analyse de la variance (ANOVA) a montré qu’il n’existe aucune différence

statistiquement significative entre les quatre traitements (T1 a T4) au seuil de 5 %

La probabilité calculée (p = 0,512) est supérieure au seuil de signification a = 0,05,

et la valeur de F calculée (F = 0.75) est inférieure a la valeur critique de F (Fcrit) = 5.143)

Ces résultats indiquent qu’il n’existe pas de différence significative entre les quatre

traitements sur I’augmentation du taux de germination, au seuil de 5 %

111.1.6.2. Indice de la vigueur

Le calcul de I’indice de vigueur pour les trois traitements (T2, T3 et T4) des
semences de tomate a été réalisé dans le but de sélectionner les traitements de semences les
plus efficaces pour améliorer la vitesse de germination, I'uniformité et la vigueur des

plantules de tomate.

Apres 9 jours d’incubation, les indices de vigueur les plus élevés ont été enregistrés
avec les semences bactérisées par les souches F27 et CF1, atteignant respectivement 1087.666

cm. et 938.666 cm, des valeurs nettement supérieures a celle du témoin (685 cm) (Tableau08)

Concernant les semences traitées avec 1’association des souches F27 + CF1, un indice
de vigueur de 801 cm a été observé, également supérieur au témoin, mais inférieur a ceux
obtenus avec les traitements T2 et T3 (semences traitées séparément avec les souches F27 et
CF1 respectivement) (Tableau08)

Tableau 08: effet des différents traitements (T1 a T4) sur I'indice de vigueur des

graines
Traitements T1 T2 T3 T4
Indice de | 685 cm 1087.666 cm 938.666 cm 801 cm
vigueur (cm)

Cependant, l'analyse de la variance (ANOVA) a montré qu’il n’existe aucune
difference statistiquement significative entre les quatre traitements (T1 a T4) au seuil de 5 %
(Figure 42).
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La probabilité calculée (p = 0,0905) est supéricure au seuil de signification a = 0,05,

et la valeur de F calculée (F = 3,076) est inferieure a la valeur critique de F (Fcrit) = 4,066)

Ces resultats indiquent que tous les groupes sont statistiguement homogeénes et il

n’existe pas d’hétérogénéité entre eux au seuil de 5 %

Figure42: longueurs de la plantule (longueur moyenne des racines + longueur moyenne des
pOUSSES).
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I11.2. Discussion

La rhizosphére du sol se distingue par deux activités biologiques majeures qui sont les
exsudats racinaires et les microorganismes du sol. Elle représente une niche écologique
privilégiée pour différents types de micro-organismes, y compris les bactéries telles que
Pseudomonas spp. fluorescents, en raison de la disponibilité de composés organiques qualifiés
de rhizodépots. Ces composes favorisent le développement microbien ainsi que les
interactions symbiotiques bénéfiques pour les microorganismes, mais aussi pour la plante
(Oppenheimer-Shaanan et al., 2022 ;Yang et al. ,2024 ; Anderson et al. ,2024 ; Bending
etal.,2025).

Les Pseudomonas spp. fluorescents font partie des especes bactériennes les plus
étudiées a cause de leur omniprésence dans le monde. Elles sont largement répandues dans
diverses niches écologiques, notamment le sol, 1’eau, les surfaces végétales et méme les
habitats extrémes tels que le sol de palmier dattier du désert. Cette caractéristique est due au
grand pouvoir d’adaptation de ces souches qui a été déja mis en évidence par Latour et al.
(1996); Hall et al. (2018).

Les travaux effectués au préalable par Benoussaid en 2018 et 2021, ont permis
d’isoler une collection de souche endophytiques et rhizosphériques de Pseudomonas spp.
fluorescents a partir du sol de palmier dattier du désert algérien. Dans notre étude, nous avons
utilisé 10 souches (TC1, TB1, F48, F21, BB10, TBR51, KHE7, CF1, TR7, F27)
sélectionnées sur la base de leur capacité a produire une grande variété de métabolites

impliqués dans la phytostimulation et la protection de plusieurs espéces végétales.

Cette étude consiste a mettre en évidence la production de 1’acide indole -3- acétique
(AIA) par les dix souches(TC1, TB1, F48, F21, BB10, TBR51, KHE7, CF1, TR7, F27)
,d’optimiser les parametres de production de cette phytohormone ainsi que la caractérisation
de D’extrait obtenue par chromatographie sur couche mince (CCM) pour les souches (CF1,
TR7, F27) et par chromatographie liquide haute performance (HPLC) pour la souche F27 .
Enfin, I'effet de ces souches sur la germination in vitro des semences de tomate a été évalug,

mettant particulierement en évidence les performances des souches CF1 et F27.
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La purification des souches sur milieu King B a permis d’observer des colonies de
forme circulaire, a bords réguliers et ondulés, avec une élévation convexe. Ces colonies
montraient une opacité accompagnée d’une pigmentation verte. Nos résultats corroborent
avec celle de King et al.(1954) ; Palleroni .(1984) ; De Vos et al.( 2009 );Lamichhane et
Varvaro.(2012) et Bagul et al. (2023).

L’examen microscopique a 1’état frais a montré que les dix souches de Pseudomonas
fluorescens (TC1, TB1, F48, F21, BB10, TBR51, KHE7, CF1, TR7, F27) sont mobiles. La
coloration de Gram a révelé une coloration rose des cellules de forme bacillaire. Ce résultat a
été confirmé par le test de potasse indicateur de Gram qui indique une augmentation de la
viscosité du KOH et la formation d’un filament mucoide, confirmant que ces bactéries sont a
Gram négatif. De plus, la réaction aux tests d’oxydase et de catalase est une réaction
positive. Nos résultats corroborent avec celle de Lamichhane et
Varvaro.(2012) ;Labhasetwar et al.(2023). Les résultats de 1’identification biochimique par

la Galerie API 20E des souches ont confirmé qu’il s’agit de Pseudomonas fluorescens.

Nos résultats indiquent que toutes les souches sont productrices de I’acide indole
acetique avec des quantités assez variables. Le taux le plus élevé a été enregistré chez la
souche rhizosphérique F27 (10,581 pg/ml), suivie de la souche rhizosphérique TR7 (10,308
pg/ml) et de la souche endophyte CF1 (8,907 ug/ml). La plus faible concentration a été
observée chez la souche rhizosphérique TC1 (0,747 pg/ml). Cette variation est probablement
due au type de souches endophytique ou rhizosphérique et a la variabilité génétique entre les

souches ainsi que la voie de biosynthése.

Selon les résultats de Benoussaid (2018), ainsi que de Larbaoui-Dahoumane et
Benchabane (2023), les souches rhizosphériques F21 et BB10 ont montré leur capacité de
biosynthese, ce qui concorde avec nos résultats. Cependant, les travaux de Benoussaid.
(2018) sur les souches rhizosphériques F48, BB10 et F21 ont montré des concentrations
respectives de 18,3 pug/ml pour la souche F48, 5,9 pg/ml pour la souche BB10 et 1,8 pg/ml
pour la souche F21. Ces résultats ne concordent pas avec nos résultats et cela peut étre di a
une mutation génétique affectant la capacité de biosynthese de ces souches, ou bien a un
changement de voie de biosynthése vu que I'AlA peut étre produite par six voies différentes :
cing dépendantes du tryptophane et une indépendante (Spaepen et al.,2007 ; Tang et
al.,2023)
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En outre, d’aprés Duca et al. (2018), Zboralski et Filion (2023), la biosynthése de
I’acide indole-3-acétique (AIA) par les souches de Pseudomonas fluorescens associées a la
rhizosphére se fait principalement a partir d’un précurseur qui est le L-tryptophane. Il existe
cing voies dépendantes de L-tryptophane, mais la voie de I’indole-3-acétamide (IAM) et celle
de I’indole-3-pyruvate (IPyA) sont les plus fréquentes. La voie IAM fait intervenir les genes
iaaM et iaaH, tandis que la voie IPyA mobilise le géne ipdC ainsi que des génes codant Nos
résultats concernant 1’optimisation de la production de 1’acide indole-3-acétique pour des

aldéhyde-déshydrogénases tels que aldA, aldB ou iadl.

(AIA) en fonction de la température d’incubation indiquent que la production d'AlA
par les trois souches sélectionnées sur la base de leur production importante de L’AIA, varie

selon la température d’incubation, dans l'intervalle de 25 °C a 42°C.

Chez les souches rhizosphériques F27 et TR7, la valeur maximale a été observée a
une température d’incubation de 30°C, avec des concentrations de 10,581 pg/ml pour F27 et
10,308 pg/ml pour TR7. Cette production a diminué aux températures d’incubation de 25°C
et 42°C, avec des concentrations de 6.643 pg/ml et 8.585 pg/ml pour F27 et de 7,756 pg/ml
et 9,550 pg/ml pour TR7. Ces résultats concordent avec ceux de Apine et Jadhav.(2011);
Janani et al.(2017) et Vasanthabharathi et al.(2025), qui ont également trouvé que 30°C
était la température la plus favorable pour la production d'AIA chez Pseudomonas
fluorescens. De plus, des résultats similaires ont été observés dans les travaux de
Harikrishnan et al.(2014), chez Streptomyces sp, indiquant que 30°C semblait étre la

température optimale de la production d’AIA.

En revanche, chez la souche endophytique CF1, la valeur maximale a été observée a
une température d’incubation de 42 °C avec une concentration de 12,310 pg/ml. Cette
production a diminué aux températures d’incubation de 25°C et 30°C, avec des
concentrations de 10,587 pg/ml et 8,907 pg/ml. Ces résultats concordent avec ceux de Patten
et Glick. (2002) ; Tsavkelova et al. (2006), qui ont montré que certaines souches
bactériennes peuvent produire plus d’AIA a des températures élevées, méme si leur croissance
ralentit, cette production est due a une réponse au stress thermique. De plus, selon les travaux
actuels de Dlamini et al. (2025), certaines bactéries endophytiques associées aux plantes
sont capables de maintenir une activité métabolique élevée a des températures élevées. Cette

activité métabolique comprend notamment la production d'acide indole-3-acétique (AlA) et




CHAPITRE 111 Résultats et Discussion

de sidérophores, contribuant ainsi a la tolérance thermique des plantes hétes. Cependant la
diminution de la production aux températures d’incubation de 25°C et 30°C peut résulter
d’une baisse de I’expression des genes iaaM et iaaH, impliqués dans la voie de biosynthése
de I’ATA a partir du tryptophane, comme le suggerent les recherches de Spaepen et al.
(2007).

Nos données concernant 1’optimisation de la production de 1’acide indole-3-acétique
(AlIA) en fonction du pH du milieu révélent que les trois souches F27, TR7 et CF1 sont
capables de produire de I’AIA dans toute la gamme de pH allant de 5 a 9, et leur production

varie en fonction du pH du milieu.

Chez les trois souches F27, TR7 et CF1 la valeur maximale de production d’AlA a
été observée a ph neutre (ph=7), avec des concentrations de 10,581 pg/ml pour F27, 10,308
pg/ml pour TR7 et 8, 907ug/ml pour CF1 .Cette production a diminué dans les milieux acide
(pH = 5) et basique (pH = 9) pour les trois souches. Aux pH acides (pH = 5), les
concentrations obtenues étaient de 7,532 pg/ml pour F27, 7,407 pg/ml pour TR7 et 5,476
pg/ml pour CF1. Aux pH basiques (pH = 9), les valeurs étaient de 8,012 pg/ml pour F27,
7,707 pg/ml pour TR7 et 8,590 pg/ml pour CF1. Ces résultats concordent avec ceux de
Janani et al. (2017); Kalimuthu et al. (2019) ; Lata et al. (2024), qui ont également montré
que la production maximale de I’AIA par Pseudomonas est observée a pH=7. Des résultats
similaires ont été observés chez Acinetobacter et Bacillus sp pour une production maximale
d'AlA a pH 7 (Huddedar et Chopade, 2000;Khamna et al., 2010) .

De plus, selon I’étude Spaepen et al. (2007), la biosynthese d'AlA augmente dans des
conditions de pH basique cela justifie la diminution de la biosynthése a ph=5 par rapport aux
ph=9 dans notre étude.

Nos résultats concernant 1’optimisation de la production de 1’acide indole-3-acétique
(AIA) en fonction du temps d’incubation montrent qu’aucune production d’AIA n’a été
enregistrée pour les trois souches apres un temps d’incubation de 24 h et 48 h. Cependant les
trois souches ont produit de I’AIA aprés un temps d’incubation de 96h. La valeur maximale a
été enregistrée chez la souche F27, avec une concentration de 10,581 pg/ml, suivie de la
souche TR7 avec une concentration de 10,308 pg/ml. La valeur minimale a été observée chez
la souche CF1, avec une concentration de 8,907 pg/ml. L’absence de production aprés un

temps d’incubation de 24 h et 48 h peut étre due au fait que les souches bactériennes étaient
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en phase de croissance exponentielle, durant laquelle y a une absence de production car
I'énergie et les ressources cellulaires sont utilisées pour la division cellulaire. De plus, des
résultats similaires de Yousef et al. (2018) et Kalimuthu et al. (2019), ont montré que la
production maximale d'AlA était observée au troisiéme jour d'incubation, moment ou les
bactéries entreraient en phase stationnaire. A ce stade, la croissance cellulaire ralentit ou
cesse, et les bactéries activent des voies métaboliques secondaires, telles que la biosynthese de
I’AIA

Nos résultats concernant 1’optimisation de la production de I’acide indole-3-acétique
(AlA) en fonction de la concentration en L-tryptophane indiquent que les trois souches sont
capables de produire de I’AIA a toutes les concentrations testées, et leur production varie en

fonction de la concentration de tryptophane présente dans le milieu.

Chez les souches F27 et TR7, la valeur maximale a été observée a 10 g/l de
tryptophane, avec des concentrations de 12,048 pg/ml pour F27 et 10,701 pg/ml pour TR7.
Cette production a diminué aux 5 g/l et 2 g/l de tryptophane, avec des concentrations de
10,581 pg/ml et 4,685 pg/ml pour F27, et de 10,308 pg/ml et 4,576 pg/ml pour TR7. Ces
résultats confirment que le L-tryptophane est un précurseur indispensable pour la production
d’ATA comme cela a été déja démontré par Kalimuthu et al. (2019). De plus, les études de
Ahmad et al. (2005) ; Spaepen et al. (2007) ; Patel et al. (2014) et Janani et al. (2017),
indiquent que le taux de production d’AIA augmente proportionnellement a la concentration

en L-tryptophane, ce qui corrobore avec nos résultats.

En revanche chez la souche CF 1, la valeur maximale a été observée a 5g/l de
tryptophane avec une concentration de 8,907 pg/ml. Cette production a diminué aux 10 g/l et
2 g/l de tryptophane, avec des concentrations de 7,412 pg/ml et 2.121 pg/ml. Ces résultats
confirment que le L-tryptophane est un précurseur indispensable pour la production d’AIA
comme cela a été déja démontré par Kalimuthu et al.( 2019) .Par ailleurs le taux de
production d’AIA augmente proportionnellement a la concentration en L-tryptophane comme
il a était déja confirmée par les études de Ahmad et al.(2005);Patel et al.(2014 ); Janani et
al.(2017) .Cependant les recherches de Harikrishnan et al.( 2014) et Janani et al.(2017)
indiquent que des concentrations élevées de L-tryptophane exerce un effet négatif et peuvent
étre inhibitrices la production d'AIA ce qui justifie la diminution de taux d’AIA chez la

souche CF1 a la concentration de 10 g/l de L-tryptophane.
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Nos résultats concernant I’optimisation de la production de 1’acide indole-3-acétique
(AIA) en fonction de la source d’azote indiquent que la production d'AIA par les trois souches
varie selon la source d’azote utilisée dans le milieu de culture a savoir la peptone, 1’extrait de

viande ou I’extrait de soja.

Chez les trois souches F27, TR7 et CF1 la valeur maximale de production d’AlA a
été observée dans le milieu contenant de la peptone, avec des concentrations de 10,581 pg/ml
pour F27, 10,308 pg/ml pour TR7 et 8, 907ug/ml pour CF1.

Cette production a diminu¢ dans les milieux contenant de I’extrait de viande et de
I’extrait de soja pour les trois souches. Dans le milieu contenant de I’extrait de soja, les
valeurs étaient de 8,994 pg/ml pour F27, 9,048 pg/ml pour TR7 et 7,417 pg/ml pour
CF1.Dans le milieu contenant de 1’extrait de viande, les concentrations obtenues étaient de
5,972ug/ml pour F27, 6,861 pug/ml pour TR7 et 5,825 pg/ml pour CF1. Ces résultats montrent
que la peptone constitue la meilleure source d'azote pour la production maximale d'AlA,
suivie de I’extrait de soja puis de I’extrait de viande. Les fluctuations observées dans le taux
de production d’AIA en fonction de la source d’azote utilisée soulignent I’importance de la
qualité et de la composition de ces sources dans la régulation de la production d’AIA chez les
Pseudomonas. Nos résultats ne se coordonnent pas avec ceux de Janani et al. (2017) ;
Chandra et al. (2018) et Lata et al. (2024), qui ont montré une valeur maximale de

production d’AIA en présence de 1’extrait de levure, de 1’extrait de viande et de la tryptone.

Nos résultats concernant 1’optimisation de la production de I’acide indole-3-acétique
(AIA) en fonction de la source de carbone indiquent que la production d'AlA par les trois
souches varie selon la source de carbone utilisée dans le milieu de culture a savoir 1’extrait de

levure, le sucrose, le fructose, I’amidon ou I’arabinose.

Chez les trois souches F27, TR7 et CF1 aucune production d’AIA n’a été observée
dans le milieu contenant de I’amidon. Ce résultat peut étre justifié par le fait que I’amidon est
un polysaccharide complexe qui ne peut pas étre assimilé directement par la bactérie, il
nécessite une hydrolyse enzymatique par les enzymes amylolytiques comme 1’amylase qui
dégrade ce polysaccharide complexe en sucre simple (glucose + fructose) assimilable
facilement par la bactérie. L’absence de production d’AIA par les trois souches peut étre due
a une absence d’enzymes amylolytiques chez ces bactéries. De plus, les études de Janani et

al. (2017); Chandra et al. (2018) et Kalimuthu et al. (2019) ont montré que les
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monosaccharides sont de meilleures sources de carbone que les disaccharides et les

polysaccharides pour la production d’AIA, ce qui est en accord avec nos résultats.

Pour la souche F27, la valeur maximale de production a été observee dans le milieu
contenant du sucrose, avec une concentration de 22,947 pg/ml. Cette production a diminué
dans les milieux contenant du fructose, de I’extrait de levure et de 1’arabinose avec des
concentrations de 11,405 pg/ml pour le fructose, 10,581 pg/ml pour I’extrait de levure et
5,639 ng/ml pour I’arabinose par rapport au milieu qui contient le sucrose comme source de
carbone. Ce résultat indique que le sucrose, qui est un disaccharide constitué de glucose et de
fructose, constitue la meilleure source de carbone pour la production d’AIA chez la souche
F27. Ce qui est en accord avec les résultats de Lata et al. (2024), qui ont montré que la source
de carbone la plus appropriée pour la production la plus élevée d'AlA par les isolats
bactériens était le sucrose, suivi du dextrose, du glucose et du fructose. En revanche, nos
résultats ne se corroborent pas avec ceux de Janani et al. (2017) ; Chandra et al. (2018) et
Kalimuthu et al. (2019), qui ont montré que les monosaccharides sont de meilleures sources
de carbone que les disaccharides et les polysaccharides pour la production d’AIA. Ces

variations peuvent étre dues aux préférences métaboliques spécifiques a chaque souche.

Chez les souches TR7 et CF1 la valeur maximale de production d’AIA a été observée
dans le milieu contenant du fructose avec des concentrations de 13,625 pg/ml pour TR7 et
14,754 pg/ml pour CF1. Cette production a diminué dans les milieux contenant du sucrose,de
I’extrait de levure et de l'arabinose par rapport au milieu qui contient le fructose comme
source de carbone. Pour la souche TR7 les concentrations obtenues étaient del3, 417 pg/mi
pour le sucrose, 10,308 pg/ml pour I’extrait de levure et 5,525 pug/ml pour I’arabinose. Pour la
souche CF1 les concentrations obtenues étaient de 10,390 pg/ml pour le sucrose, 8,907 pg/ml
pour I’extrait de levure et 5,394 ng/ml pour ’arabinose. Ce résultat montre que la meilleure
source de carbone pour la production d'AlA est le fructose, car c'est un monosaccharide facile
a assimiler par les souches bactériennes. Cependant, une diminution du taux de production
d'AIA dans I’extrait de levure, 1’arabinose et le sucrose, est peut-étre liée a la spécificité et

aux préférences des voies métaboliques des souches.

Nos résultats corroborent partiellement ceux de Janani et al. (2017) ; Chandra et al.
(2018) et Kalimuthu et al. (2019), qui ont montré que les monosaccharides, notamment le
fructose, sont de meilleures sources de carbone que les disaccharides et les polysaccharides

pour la production d’AIA.
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Les résultats de la caractérisation des extraits des souches F27, TR7 et CF1, obtenus
par chromatographie sur couche mince (CCM) aprés migration ont permis de détecter

plusieurs taches dans chaque extrait

La taches (A1) de la souche F27, la tache (A2) de la souche CF1 et la tache (A3) de la
souche TR7 ont montré une ressemblance avec la molécule standard de I'AIA avec un
RF=0.88, ce qui suggere la présence probable de I’AIA dans les extraits des trois souches.
Nos résultats de chromatographie sur couche mince (CCM) sont en accord avec les rapports
d'autres scientifiques Xie et al. (1996) ; Ahmad et al. (2005) ; Janani et al. (2017), qui ont
montré le méme Rapport frontal (RF=0.88) et Kalimuthu et al. (2019).

La tache(B1) de la souche F27, la tache (B2) de la souche CF1 et la tache (B3) de la
souche TR7 ont présenté un RF=0.76 différent de celui du standard suggérant qu’il s’agit

d’un autre type de métabolites.

La tache (C1) de la souche F27, la tache (C2) de la souche CF1 et la tache (C3) de la
souche TR7 ont présent¢ un RF=0.49 différent de celui du standard suggérant qu’il s’agit

d’un second type de métabolites.

La tache (D1) de la souche F27, la tache (D2) de la souche CF1 et la tache (D3) de la
souche TR7 ont présenté un RF=0.37 différent de celui du standard suggérant qu’il s’agit d’un

troisieme type de métabolites.

Les résultats des tiches B, C et D se corroborent avec les résultats d’Ahmad et al.
(2005), qui ont montré qu'outre I'AlA, il existe d'autres composés qui ont également été
détectés sur les plaques TLC et restent a identifier. Ces composés peuvent étre des dérives

indoliques ou bien d’autres phytohormones.

De plus, la récurrence des mémes valeurs Rf dans les trois souches indique un profil
métabolique similaire, caractérisé par la production de I’AIA ainsi que d’au moins trois autres

métabolites différents.

L’application in vitro des quatre traitements sur les semences de tomate de la variété
Saint Pierre a permis de mettre en évidence deux parametres importants : le taux de

germination et I’indice de vigueur.
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Les calculs de taux de germination des semences bactérisées avec la souche
rhizosperique F27 et des semences bactérisées avec la souche endophytique CF1 ont montré
une amélioration sur le taux de germination par rapport au témoin T1, avec des pourcentages
respectifs de 96,666 % pour la souche F27 et 100 % pour la souche CF1. Ces résultats se
corroborent avec ceux de Rivera-Conde et al. (2018). Cette ameélioration est due
probablement aux capacités de ces souches a produire une phytohormone, I’AIA et d'autre
métabolites secondaire qui stimulent la germination (Karakan et al., 2024 ; Ali et Moon,
2025). La souche F27 est productrice de I'AlIA avec une concentration de 10,581 ug/ml et la

souche CF1 avec une concentration de 8,907 ug/ml.

Cependant, la combinaison de ces deux souches productrices d'AlA sur la germination
a montré également une amélioration du taux de germination par rapport au témoin, avec un
pourcentage de 83,333 %, mais ce taux reste inférieur aux résultats observés avec les
semences bactérisées avec la souche F27 et les semences bactérisées avec la souche CF1. Cela
suggere une absence de synergie entre les deux souches. En effet, une véritable synergie
impliquerait que 1’association des deux souches entraine un effet supérieur a la somme des
effets individuels, ce qui n’est pas le cas ici. Au contraire, les résultats obtenus indiquent que
la combinaison pourrait avoir limité le potentiel optimal de chaque souche (Sadiq et al.,
2023). Ce phénomeéne pourrait s’expliquer par des mécanismes d’antagonisme, une
compétition pour les nutriments, ou une interférence dans la production de métabolites
bioactifs (Kohl et al., 2019).

De plus I’analyse de la variance (ANOVA) a montré qu’il n’existe aucune différence

statistiquement significative entre les quatre traitements (T1 a T4) au seuil de 5 %

La probabilité calculée (p = 0,512) est supérieure au seuil de signification o = 0,05,

et la valeur de F calculée (F = 0.75) est inférieure a la valeur critique de F (F(crit) = 5.143)

Ces résultats suggerent que, bien qu’il puisse exister des variations apparentes entre
les pourcentages de germination selon les traitements, ces différences ne sont pas
significatives d’un point de vue statistique. On ne peut donc pas attribuer I’augmentation du

taux de germination a I’effet différentiel des traitements testés avec un seuil de 5 %.

Les calculs des indices de vigueur des semences bactérisées avec la souche

rhizosperique F27 et des semences bactérisées avec la souche endophytique CF1 ont montré
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une amélioration sur l'indice de vigueur par rapport au témoin T1, avec des valeurs respectifs
de 1087.666 cm pour la souche F27 et 938.666cm pour la souche CF1 ces résultats se
corroborent avec (Cardarelli et al., 2022)

Concernant les semences traitées avec 1’association des souches F27 + CF1, un indice
de vigueur de 801 cm a été observé, également supérieur au témoin, mais inférieur a ceux
obtenus avec les traitements T2 et T3 (semences traitées séparément avec les souches F27 et
CF1 respectivement) ces résultats ne se corroborent pas avec I'étude de (Konappa et al.,
2020).

En outre ’analyse de la variance (ANOVA) de I’indice de vigueur a montré qu’il
n’existe aucune différence statistiquement significative entre les quatre traitements (T1 a T4)

au seuil de 5 %.

La probabilité calculée (p = 0,0905) est supérieure au seuil de signification a = 0,05,

et la valeur de F calculée (F = 3,076) est inférieure a la valeur critique de F (Fcrit) = 4,066).

Ces résultats indiquent que tous les groupes sont statistiquement homogenes et il
n’existe pas d’hétérogénéité entre eux au seuil de 5 %. Cette homogénéité entre les groupes
pourrait s'expliquer par la sensibilit¢ relative de 1’indice de vigueur comme parameétre
discriminant, de plus I'indice de vigueur pourrait €tre moins sensible aux variations
hormonales ou microbiennes que d'autres parametres, comme le dosage de la chlorophylle, le

calcule de poids frais et poids sec ainsi que la longueur de la plantule

Une étude similaire de Nantoumé (2023), a montré que certaines bactéries
endophytes ont significativement augmenté la longueur des tiges et l'indice de vigueur des
plantes. En revanche, elles n'ont pas eu d'effet significatif sur la longueur des racines et le taux

de germination.
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Conclusion

La rhizosphére est un environnement biologique dynamique ou s’effectuent des
interactions complexes entre les racines et les bactéries bénéfiques telles que Pseudomonas
fluorescens, qu’elle soit d’origine rhizosphérique ou endophytique. Cette bactérie joue un role
crucial dans la régulation et la stimulation de la croissance des végétaux via la biosynthése de

phytohormones, notamment 1’acide indole-3-acétique (AlA).

La caractérisation phénotypique et biochimique (galeries APl 20 E) des dix souches
(TC1, TB1, F48, F21, BB10, TBR51, KHE7, CF1, TR7, F27), préalablement isolées a partir

de sols de palmier dattier, a confirmé qu’il s’agit de Pseudomonas fluorescens.

La sélection que nous avons menée a permis de dire que les dix souches sont toutes
productrices d’acide indole-3-acétique (AIA), avec des concentrations variables allant de
0,747 pg/ml chez la souche rhizosphérique TC1 jusqu’a 10,581 pg/ml chez la souche
rhizosphérique F27.

L’optimisation des paramétres de production de I’AlA par les trois souches les plus
productrices (F27, TR7 et CF1) a mis en évidence que cette production est influencée par
plusieurs facteurs, notamment la température, le temps d’incubation, le pH du milieu, la
concentration en tryptophane, ainsi que la nature des sources d’azote et de carbone.
L’optimisation de ces paramétrés a permis soit d’augmenter soit de diminuer la quantité
d’AIA produite, tout dépend du type de souche, soit endophytique soit rhizosphérique, et de
ses préférences métaboliques. En particulier, la souche CF1 s’est distinguée par la stabilité de
sa production d’AIA a des températures €levées, révélant ainsi une thermotolérance notable et

un potentiel intéressant en conditions de stress thermique.

La présence d’AlIA a été confirmée dans les extraits des souches F27, TR7 et CF1 par
chromatographie sur couche mince (CCM), avec un rapport frontal identique a celui du
standard. Pour la souche F27, I’analyse par chromatographie liquide a haute performance
(HPLC) a révélé un temps de rétention et des spectres UV similaires a ceux de I’AIA

standard, confirmant également sa présence.

L’application in vitro des quatre traitements (T1 a T4) a permis d’évaluer le taux de
germination et I’indice de vigueur des semences. Les semences bactérisées avec 1a souche
rhizosperique F27 et des semences bactérisées avec la souche endophytique CF1 ont

significativement amélioré le taux de germination et l'indice de vigueur  par rapport au
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témoin T1. Tandis que les semences traitées avec 1’association des souches F27 + CF 1 ont

également montré une amélioration, bien que moins marquée que celles observées avec T2 et

T3. En revanche, ’analyse statistique (ANOVA) de taux de germination et I'indice de vigueur

n'a révélé aucune différence significative entre les traitements au seuil de 5 %.

Les perspectives qui résultent de ce travail sont nombreuses et multiples

v

Identifier moléculairement les génes impliqués dans la biosynthése de I’acide indole-
3-acétique (AIA) et les voies métaboliques impliquees.

Optimiser d’autres paramétres de production tels que la concentration en NaCl ainsi
que celle d’autres phytohormones (cytokinines, gibbérellines) et effectuer une
optimisation combinée de I’ensemble des paramétres afin de déterminer les conditions
maximales de production en vue d’une application industrielle.

Optimiser la production d’AIA a partir de déchets biologiques valorisés telle que le
lactosérum, mélasse

Identifier les autres métabolites présents dans les extraits des souches F27, TR7 et CF1
observés par CCM, en utilisant des techniques récentes et performantes telles que la
chromatographie liquide ultra-performante (UPLC).

Caractériser les extraits des souches F27, TR7 et CF1 par chromatographie liquide
couplée a la spectrométrie de masse (LC-MS/MS) et par chromatographie liquide
ultra-performante (UPLC).

Applique in vivo ces souches productrices d’AIA sur les semences de tomate et sur
d’autres espéces végétales.

Exploiter et commercialiser ces souches en tant que biostimulants pour réduire I’'usage
des intrants chimiques et promouvoir une agriculture durable.

Exploiter et formuler des bio-inoculants thermotolérants a base de la souche CF1,
utilisables dans des environnements chauds ou soumis a de fortes variations

climatiques.
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Annexe 01

I. Milieu de culture

Le milieu est stérilise a I’autoclave pendant 20 minutes, a une température a environ 120 °C.

Ces ingrédients pour 1 litre d’eau distillées.

Il est ensuite placé a température ambiante afin de le refroidir pour le manipuler plus
facilement et surtout afin d’éviter la condensation sur les couvercles des boites de Pétri.

Milieu King B (KB) (King et al., 1954)

milieu cétrimide

Peptone.........covvvenineiiceene 209 Peptone.........cooveeiiniceeeee 209
GIyCerol.......cccoovviiieeiecc, 15 mi GIYCEIrol.....ccveeiiiiceee e, 10ml
K2 HPOA4.....ccooeiveveieveece e, 15¢g K2 SOA.....ccooeiiveeecc e 109
MGSOA.....ccooiiieeece e 15¢g MGSOA.....coeieierceceee e 149
AGAr...ciiiiiiee 209 AQar....ooiiii 136 g
pH=17,2 Cetrimide (bromure de
cétyltriméthylammonium)............ 03¢g
pH=72
Bouillon Luria-Bertani (LB) Bouillon Luria-Bertani (LB) optimisation pH
PePtoNe.....cccvvevii e 109 Peptone.....cccve v 10g
Extrait de levure..........ccocooviienennn. 50 Extrait de levure........cccocoovvvinnnnnn 50
NACH...ooiiiiceeeee 50 NACH...ooiiiieee e 50
Tryptophane ..o, 5¢9 Tryptophane ........cccccevvevvevinececnee, 590
pH =7 pH=5
Bouillon Luria-Bertani (LB) optimisation pH Bouillon Luria-Bertani (LB) optimisation de [ ]
PePtoNe.....cccvvevii e 109 Tryptophane
Extrait de levure..........ccocoeeiiinennn. 50 Peptone........ccovveiiiiie 10¢g
'T’I?ycrz)ltophanegg Extrait de levure..........ccccooveviernennn. 59
pH =9 NACH....oiiiiiiire e 509
Tryptophane ........cccccevvevveviiececnee, 29
pH=7

Bouillon Luria-Bertani (LB) optimisation de [ ]
Tryptophane

Peptone........cccovvvveieeiiiice, 10g
Extrait de levure..........ccocooviiinnennnn. 59
NaCl. ... 59
Tryptophane .........ccccooeveiveieniennnn 10g
pH=7

Bouillon Luria-Bertani (LB) optimisation de
source d’azote

Extrait de viande..........ccccoceevrinenenne 10g
Extrait de levure..........ccoooveiiicnnnnn. 59
NACL....oiiiiieee e 5¢9
Tryptophane .......ccccvveveviicieciens 5¢0
pH=7

Bouillon Luria-Bertani (LB) optimisation de
source d’azote

Extrait de S0ja.....cc.ccovevvvreeiiennnnns 10g
Extrait de levure..........ccoceovennen. 5¢g
NaCl....ov e 5¢
Tryptophane ..o 50
pH=7

Bouillon Luria-Bertani (LB) optimisation de
source de carbone
Peptone.........cccceviviiiviniiiieeen 10 g

SUCTOSE...evieeeeiiiiieerteeee e D

NACH..ooiiee e 5¢g
Tryptophane ........ccccovvevneieiecns 59
pH=7

Bouillon Luria-Bertani (LB) optimisation de

Bouillon Luria-Bertani (LB) optimisation de
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source de carbone

Peptone............cceeveeiiiiiiieiee 10 g
Fructose ........ccccoviiiiiiiiiiniel5 g
NACl ..o 590
Tryptophane .........ccccovveiieieinices 59
pH=7

source de carbone

Bouillon Luria-Bertani (LB) optimisation de
source de carbone

Peptone...........cocevieviieiicieeieennnn 10 g
Arabinose ...........ccciieveiiviiiien5 g
NACL...ooiicicc e 5¢0
Tryptophane .........ccccooeveiieneicien, 59

pH=7

Peptone...........cccevvieiiiviiiieeeeen 10 g
amidon ............ccecvviin D
NACL...oiiiieeee s 5¢g
Tryptophane .......ccocvveveeveevecee 59
pH=7

Milieu King B (KB) pour conservation
Peptone.........coveeenniseeeee 209
GIyCerol.......ocovvvviiiiececee e, 250ml

K2 HPOA.....ccveviviieve e 15¢g
MQOSO4.....ocveveeee e 15¢g
Al ..o 209
pH=7,2

I1. Les accessoires et les verreries utilisées

Anse de platine
Barreau magnétique.
Embout bleu

Becher graduée de 10ml, 50ml, 100ml et
200ml.

Embout jaune.

Eprouvette graduée de 10ml, 20ml ,100ml
et 250mi

Erlenmeyer de1000ml et 2000ml.
Flacons stérile de 180 ml et 250ml.
Lame en verre.

Entonnoir.

Lamelle en verre.

Portoir
Papier Wattman
Pipette Pasteur
Spatule

Tubes a essaie

Seringue stérile.

Pince

Fiole

Micropipette

Boites de pétries
Ampoule de décantation
Cuve de ccm
Ecouvillon

Papier filtre

Filtre a membrane PTFE 0.2 um
Colonne c 18

Plaque TLC Gf254
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lll. Les colorants de coloration de Gram

IV. Les réactifs

VP1 et VP2

TDA

KOVACS

Nitrate réductase

FeClI3

Salkowski
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V. Les solvants

Méthanol

L

Ethanol Chloroforme
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VI. Les appareillages

Balance de précision

Hote biologique

Bec benzéne

Bain marie

Vaporisateur avec billes en caoutchouc
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Etuve

Refrigirateur
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(e

Cuve en verre pour ccm 200x200

Evaporateur rotatif

Appareil HPLC
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Annexe02

Tableau de lecture de la galerie API 20°

TABLEAU DE LECTURE DE LA GALERIE MINIATURISEE API 20E

Lecture directe ou indirecte

Microtube |  Substrat : Corcctere recherche | Révelateur Test (5 nicessai s Resultat +
est (si necessaire) s
ONPG=0rthe- | _. :
ONPG rm:»;hé;‘.-l- Béta Lecture directe C
e galactosidase
L@aCisge \/
M | Arginine rgining Dinyarofase
DC |Lysme :35'%‘13 De&a_rbor)gflasle ROUGECE | oty giecte O
e | omine Pmithine Decarboxylase | phénol L
o | Crae Utilisation du cifrate BRT Lecture directe lC
HS I;Z:ﬂak % | Producion dHS [ Fell Lecture directe O
\
URE | Urée Uréase ggggglce Lecture directe |C 8 ili’
CECITE NDIECE
‘ Tryptophane e e
TDA [ Tryptophare | désaminase '
Larhkire mcirecte
. Tryplophanase ou i ,
IND | Tryptoohane | pyociyction dindole
Pyaiede | Producion dacétoine WM T
L ey {3-hydroxybutanone
\
A gélatinase Paricules de : O
&ELj Géatine it Lecture directe
- N k‘_j
LI 5 %
i’«ﬁf Substral Utlisation de subsirats | |
~ | carbone caonésglucides) | pgr | Lecturedecte
— (glucide;
Lecture indirecte
NOy/N, | Niraies(NC;) | Nifrate réductase ﬁ g
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FigureOl : L’absorbance UV des concentrations étalons par spectrophotométrie a 530 nm
(original)
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Figure02 : Courbe d’étalonnage de I’acide indole -3-acétique (AlA) (original)
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1.704

1.104

0.90

0.80

0.70+

0.60-

0,50

.40

0.301

Peak1-2.594

a4
4

Peak§ - 12.226

T
5.00

10.00 15.00 20,00 25,00 30.00 35.00

Figure03 : Profil d’absorbance et temps de rétention des métabolites de la souche F27

analysés par HPLC.
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I. Taux de germination

Tableau 01 : calculs de taux de germination de T, (Témoins, semences traitées avec de |'eau

distillée stérile)

Répétions

Répétions 1

Répétions 2

Répétions 3

Taux de germination

70 %

80%

60%

MOYENNE DE TAUX DE GERMINATION DES TROIS REPETIONS : 70 %

Tableau 02: calculs de taux de germination de T,(semences bactérisés avec la souche F27)

Répétions

Répétions 1

Répétions 2

Répétions 3

Taux de germination

100 %

90%

100%

MOYENNE DE TAUX DE GERMINATION DES TROIS REPETIONS : 96,666%

Tableau 03: calculs de taux de germination de T3 (semences bactérisés avec la souche CF1)

Répétions

Répétions 1

Répétions 2

Répétions 3

Taux de germination

100 %

100%

100%

MOYENNE DE TAUX DE GERMINATION DES TROIS REPETIONS : 100%

Tableau 04: calculs de taux de germination de T4, ( semences bactérisés respectivement avec

les souches F27+ CF1)

Répétions

Répétions 1

Répétions 2

Répétions 3

Taux de germination

70 %

80%

100%

MOYENNE DE TAUX DE GERMINATION DES TROIS REPETIONS : 83.333%

Il. Indice de la vigueur

Tableau 05: Indice de la vigueur de T; (Témoins, semences traitées avec de |’eau distillée

Répétions 1

stérile)

Longueur 10.3

12

11.4 14.2

9.8

7.9
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encm
Indice de 721 840 798 994 686 553 280
la vigueur

Moyenne d’indice de la vigueur : 696

Répétions?2 :
Longueur 16 14.8 10.7 8.4 12.2 10 8.7 13.5
encm
Indice de 1280 1184 856 672 976 800 696 1080
la vigueur

Moyenne d’indice de la vigueur : 943

Répétions 3 :
Longueur 11.8 10.5 0.6 104 7.8 0.5
encm
Indice de 708 630 36 624 468 30
la vigueur

Moyenne d’indice de la vigueur :416

Moyenne d’indice de la vigueur des trois Répétions de t1 :685

Tableau 06: Indice de la vigueur de T,( semences bactérisés avec la souche F27)

Répétions 1
Longueur |14.5 | 109 |113 |6.5 104 | 123 (142 | 144 |128 | 116
encm
Indice de 1450 | 1090 | 1130 | 650 | 1040 | 1230 | 1420 | 1440 | 1280 | 1160
la vigueur

Moyenne d’indice de la vigueur : 1189

Répétions 2 :
Longueur | 8.3 12 14.5 12.3 9.2 12.6 9.2 10.8 6.3
encm
Indice de 747 1080 | 1305 1107 | 828 1134 | 828 972 567
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la vigueur

Moyenne d’indice de la vigueur :952

Répétions 3 :
Longueur 13.2 9.7 10.6 12.4 13.2 10.5 12.1 8.2 11.8 10.5
encm
Indice de 1320 | 970 1060 | 1240 |1320 | 1050 | 1210 | 820 1180 | 1050
la vigueur

Moyenne d’indice de la vigueur : 1122

Moyenne d’indice de la vigueur des trois Répétions de t2 :1087.666

Tableau 07: Indice de la vigueur de T3 (semences bactérisés avec la souche CF1)

Répétions 1 :
Longueur | 7.6 10.9 9.5 9.4 9 9.1 8.4 10.9 6.8 6.2
encm
Indice de 760 1090 | 950 940 900 910 840 1090 | 680 620
la vigueur

Moyenne d’indice de la vigueur :878

Répétions 2 :
Longueur | 7.5 11.3 12.8 10 8.5 12.5 9.4 9.9 10.1 0.3
encm
Indice de 750 1130 1280 1000 | 850 1250 | 940 990 1010 | 30
la vigueur

Moyenne d’indice de la vigueur :923

Répétions3 :
Longueur | 10.5 14.3 11.3 10.7 8.6 7.4 8.1 11.3 10.5 8.8
encm
Indice de 1050 1430 | 1130 | 1070 | 860 740 810 1130 1050 | 880
la vigueur

Moyenne d’indice de la vigueur :1015
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Moyenne d’indice de la vigueur des trois Répétions de t3 :938.666

Tableau 08: Indice de la vigueur de T, (semences bactérisés respectivement avec les
souches F27+ CF1)

Répétionsl :
Longueur | 9.8 14.1 8.9 10.1 10 6.8 7.1
encm
Indice de 686 987 623 707 700 476 497
la vigueur

Moyenne d’indice de la vigueur : 668

Répétions?2 :
Longueur | 15.1 11 6.4 8.5 10.2 10.6 9 3.5
encm
Indice de 1208 880 512 680 816 848 720 280
la vigueur

Moyenne d’indice de la vigueur : 743

Répétions 3 :

Longueur | 10 11.5 12.2 10.6 10.3 7.6 9.9 9.6 6.1 11.4
encm

Indice de 1000 1150 | 1220 1060 | 1030 | 760 990 960 610 1140
la vigueur

Moyenne d’indice de la vigueur : 992

Moyenne d’indice de la vigueur des trois Répétions de t4 : 801
lll. Test ANOVA (1 facteur)

Taux de germination

Avera Varia
Groups Count Sum ge nce
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0,7 3 2,7 0,9 0,03
0,8 3 2,7 09 0,01
0,6 3 3 1 0
ANOVA
Source of P-
Variation SS df MS F value F crit
Between 5,143
Groups 0,02 2 001 0,75 0,512 253
Within 0,013
Groups 0,08 6 333
Total 0,1 8
Indice de vigueur
SUMMARY
groupes n sommes moyenne Variance
d’échantillon
T1 3 2055 685 69523
T2 3 3263 1087,666667 | 14926,3
T3 3 2816 938,6666667 | 4876,33
T4 3 2403 801 28767
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Source somme Degré | Moyennes | F Probabilité | Valeur
des des carres | sde des carres critique
Variation libert pour F
s é

entre 272455,58 | 3 90818,527 | 3,076 | 0,0905473 | 4,0661805
groupes 33 78 18 72 51

A 236185,33 | 8 29523,166

I'intérieur | 33 67

e des

groupes

Total 508640,91 | 11

67
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