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Résume

Les bactéries promotrices de la croissance des plantes (PGPR) représentent une partie
des rhizobactéries qui ont la capacit¢ de favoriser la croissance des plantes et peuvent
améliorer la performance et la tolérance des plantes lors des stress environnementaux. Dans
ce travail, nous avons étudié le potentiel des bactéries rhizosphérique de la flore Bacillus sur
quelques phytopathogeénes. Un ensemble de 33 isolats de Bacillus ont été isolées a partir des
rhizosphéres de huit 8 échantillons, cultivés a Ain safsaf et Achaacha dans la wilaya de
Mostaganem. Apres avoir isoler les rhizobactéries, ils ont été testés pour évaluer leur activité
antagoniste vis-a-vis des phytopathogeénes et quelques activités PGP. L’analyse des résultats
obtenus a montré que sept isolats bactériens (LD2, LB1, LC1, LA4b, LAS, LB7 et LD1), ont
une activité antifongique contre certain phytopathogénes. Deux isolats ont formé un halo
transparent autour des colonies, signifiant la solubilisation de phosphate sur le milieu PVK
avec des indices de solubilisation de 2.25 et 2.14 respectivement. Parmi les isolats bactériens
testés seize 16 isolats ont produit I’acide indole acétique (AIA) avec des concentrations
varient entre 7.87ug/ml et 54.76ug/ml, Douze isolats ont été capable d’hydrolyser la cellulose,
vingt-deux isolats ont été positif pour la production d’amylase, aucun isolat n’a été capable de
produire de la pectinase. Les résultats obtenus prédisent la possibilité d’utilisation de ces

isolats pour diminuer I’impact des phytopathogenes.

Mot clé : PGPR, Bacillus, phytopathogéne, Antagonisme, Solubilisation de phosphate, AIA.



Abstract

Plant growth-promoting bacteria (PGPR) represent a part of rhizobacteria that have the
capacity to promote plant growth and can improve plant performance and tolerance to
environmental stresses. In this work, we studied the potential of rhizospheric bacteria of the
Bacillus flora on some phytopathogens. A total of 33 Bacillus isolates were isolated from the
rhizospheres of eight 8 samples grown at Ain Safsaf and Achaachad in the wilaya of
Mostaganem. After isolating the rhizobacteria, they were tested to assess their antagonistic
activity against phytopathogens and some PGP activities. Analysis of the results showed that
seven bacterial isolates (LD2, LB1, LC1, LA4b, LAS, LB7 and LD1) had antifungal activity
against some phytopathogens. Two isolates formed a transparent halo around the colonies,
indicating phosphate solubilization on PVK medium with solubilization indices of 2.25 and
2.14 respectively. Among the bacterial isolates tested, 16 isolates produced indole acetic acid
(IAA) at concentrations ranging from 7.87ug/ml to 54.76ug/ml, 12 isolates were able to
hydrolyze cellulose, 22 isolates were positive for amylase production, and no isolate was able
to produce the pectinase. The results obtained suggest that these isolates could be used to

reduce the impact of plant pathogens.

Key word : PGPR, Bacillus, phytopathogen, Antagonism, Phosphate solubilization, AIA.
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Introduction

Le sol est considéré comme une ressource naturelle vitale équivalente a 1'air et a I'eau
qui soutient la croissance des plantes et fournit des habitats aux microorganismes (bactérieset
champignons) (Poonam et al ., 2022 ) qui sont essentiels dans ses fonctions clés. Ils sont
nécessaires pour la minéralisation de la matiere organique et lui conférent une meilleure
structure , ils participent a la dégradation de polluants organiques et a un meilleur état
sanitaire dans les sols (Gobat et al ., 2010 ). Depuis plusieurs décennies, certains de ces
microorganismes, notamment des bactéries, ont été introduites dans le sol pour améliorer la
croissance des plantes (Cooper.,1959 ; Mishustin et Naumova., 1962 ; Brown., 1974
;Kloepper et al., 1980 ; Schippers et al., 1995). Ces bactéries sont appelées rhizobactéries
favorisant la croissance des plantes (PGPR) (Kloepper et al., 1989).

Les rhizobactéries favorisant la croissance des plantes (PGPR) sont des bactéries
bénéfiques qui colonisent efficacement la rhizosphere, elles exercent sur les plantes divers

effets influencant leur croissance (Orozco Mosqueda et al., 2021 ; Moustaine et al., 2019).

Le nombre d'especes bactériennes identifiées comme PGPR a augmenté récemment en
raison de nombreuses études portant sur une plus large gamme d'especes végétales sur les
progres réalisés en matiere de taxonomie bactérienne ainsi que sur les progrés développésdans
la compréhension des différents mécanismes d'action de ces rhizobactéries. A I'heure actuelle,

les PGPR incluent des taxons bactériens tres divers (Ashraf et al., 2008).

La dynamique des populations d’organismes introduits et leurs effets sur la santé des
plantes ou sur les population de phytopathogénes ont souvent été étudiés (Kloepper et
al.,1980 ;Okon et kapulink.,1986,Bull ef al.,1991), et il existe des études sur les effets des

microorganismes introduite autre que les phytopathogenes (Siciliano et Germida.,1998).

La lutte chimique c’est la seule moyenne utilisée on Algérie pour éliminer les agents
phytopathogenes, ils comprennent les pesticides qui sont des substances utilisées pour
prévenir, ¢liminer ou contrdler les ravageurs des cultures maraicheres. Bien qu'ils aient des
effets inhibiteurs sur les ravageurs qui nuisent aux plantes et aux animaux, les pesticides
peuvent également étre toxiques pour les humains et polluer I'environnement (Vieira., 2018).
Alors il est nécessaire de trouver d’autres stratégies contre les agents phytopathogénes. En
faite, la lutte biologique est un moyen tres efficace et plus sécurisé sur la santé humaine.

En effet, plusieurs microorganismes ont été¢ étudiés ou utilisés dans des applications de lutte

1



Introduction

biologique. En plus de son role dans la restauration de la biodiversité des écosystémes, la lutte
biologique joue également un rdle important dans le contrdle des maladies des plantes
(Elizabeth et al, 1998). Plus de centaines bactéries ont été identifiées comme ayant un
potentiel d’utilisation dans le domaine de biocontrdole. Ces bactéries appartiennent surtout a
trois grandes familles qui sont les Bacillaceae, Enterobacteriaceae et Pseudomonaceae, le
genre Bacillus figure en téte de liste (Greathead et al., 1994).Les PGPR utilisées comme
biofertilisant et/ou antagoniste contre les phytopathogénes constituent une alternative

prometteuse aux engrais chimiques et aux pesticides (Normander et Prosser., 2000).

La colonisation des racines parles Bacillus rhizosphériqueimplique la chimiotaxie des
exsudats racinaires, l'adsorption des microorganismes sur les racines et enfin la compétition
pour les substrats nutritifs. Cette seule colonisation peut entrainer l'occupation de sites
suffisants pour empécher la croissance desautres micro-organismes, y compris les agents

phytopathogenes (Jacques., 1993; Ait KAKI.,2013).

L’objectif du présent travail est d’isoler, identifier et caractériser des isolats de
Bacillus rthizosphériques dans 1’optique d’une évaluation in vitro vis-a-vis des agents

phytopathogenes.
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Chapitre 1 Synthése bibliographique

I. Synthése bibliographique
I.1.La rhizosphére.
I.1.1. Définition

En 1904, Lorenz Hiltner, bactériologiste du sol et professeur d'agronomie a Munich, a
utilisé le terme « rhizosphére » pour la premicre fois afin de décrire spécifiquement
l'interaction entre les bactéries et les racines des légumineuses. Depuis lors, la définition de la
rhizosphére s’est affinée et correspond désormais a la zone du sol ou la microflore tellurique

est exposée aux influences des racines. (Fig.1) (Campbell et Greaves., 1990; Westover et

al., 1997).
I.1.2.Compartiments de la rhizosphére
I.1.2.1.Rhizoplane

Le rhizoplane, ou surface des racines, fait référence a la zone spécifique des racines des
plantes ou la microflore est extraite par une agitation vigoureuse des racines (Brahim., 1998).

C’est une partie distincte de la rhizosphére qui correspond a la surface externe des racines.

1.1.2.2. Endorhizosphére
Il existe des bactéries qui vivent au contact direct avec les racines des plantes, voire
qui pénétrent dans les tissus externes (rhizodermiques) et internes (corticaux)des racines, sans
étre des parasites ou prédatrices. Cela met en évidence le fait que ’interface entre la racine et

la microflore s’étend a I’intérieur de la racine elle -méme (Schroder et Hartmann., 2003).

1.1.2.3.Ectorhizosphére
Représente la zone extérieure qui se trouve directement apres rhizoplane (Schroder et,

Hartmann., 2003).
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Figure. 1 : Représentation des trois zones de la rhizosphere (Lynch., 1983).
1.2.Rhizodéposition et effet rhizosphérique

Le sol pres des racines différe du sol global. A ce niveau, les conditions physico-
chimiques et biologiques sont modifiées par les racines, un effet qui s’explique par
I’absorption et I’excrétion des ¢léments minéraux et par les composés organiques. C’est la
rhizodéposition (Gregory et Hinsinger., 1999). La rhizodéposition a été initialement définie
par (Whipps et Lynch.,1985) comme étant toute matiére émise par les racines des plantes.
Les rhizodépots composent principalement de composés carbonés et azotés sécrétés par les
plantes, y compris des produits de la photosynthétique. Un flux important de carbone libéré
est utilisé par les microorganismes hétérotrophes du sol comme source d’énergie et de

nutriments, favorisant leur croissance.

L’exsudation se référe a comme la libération de composés solubles de faible poids
moléculaire ( Lesuffleur.,2007). Dans la rhizosphére, les racines libérent une grande quantité
de matiéres organiques sous forme de mucilage .En fait, plus de 40% des produits de

photosynthéese sont transférés vers le systéme racinaire (Whipps.,1990).

Les microorganismes stimulés peuvent avoir un impact direct sur les plantes en
fournissant des phytohormones (Lebuhn ez al., 1997), des vitamines ou des molécules
organiques absorbables par les racines. De plus, ils peuvent également agir indirectement en
améliorant la nutrition minérale des plantes en solubilisant ou en minéralisant certains

¢léments (Brahim.,1998).
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1.3. Microflore rhizosphérique

Le sol est un écosystéme dynamique véritable abritant une variété de microflore. Il est
composé de cinq éléments principaux : la fraction minérale, la matiére organique, I’eau, 1’air
et les organismes vivants. Environ un milliard de micro-organismes spécifiques tel que les
bactéries, les champignons, les algues et les protozoaires peuvent étre trouvés dans 1gramme
de sol (Fig.2), qu’ils soient libres ou étroitement associés aux racines des plantes. Leur
capacité a coloniser la rhizosphere est influencée par les facteurs physico-chimiques du sol et

la disponibilité des nutriments (Lugtenberg et al., 2013).

La rhizosphére est une zone qui abrite de nombreux types de bactéries, les quelles
notamment les PGPR(bactéries promoteurs de la croissance des plantes), telles que les genres
bacillus et pseudomonas (Malek.,2015), ainsi que certains champignons tel que Fusarium,
Aspergillus, Pénicillium et le genre Trichoderma, qui est particulierement important. Ces
microorganismes établir une association symbiotique avec les racines des plantes, ce qui

permet a la plante de bénéficier de divers ¢léments nutritifs tels que le phosphore.

Les espéces animales du sel

-

ecllarmbale

Figure. 2 : Diversité biologique du sol (Gobat et al., 2010)
I.3.1.Les rhizobactéries promotrices de la croissance des plantes

Les PGPR (Plant Growth Promoting Rhizobacteria) regroupent les bactéries capables de
coloniser la rhizosphére.la zone autour des racines des plantes. Ces bactéries exercent des
effets bénéfiques sur la croissance et le développement des plantes de différentes manieres, en
fonction de leur position stratégique a 1’interface sol-racine (Orozco et al., 2021). Plusieurs
genres bactériens ont été identifiés comme PGPR tel que Pseudomonas, Bacillus, Rhizobium,

Azospirillum, Azotobacter.
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1.3.1.1.Effets des PGPR sur la croissance végétale

Depuis les derniéres décennies, la réponse des cultures végétales a 1’inoculation par
des PGPR est étudiée dans de nombreuses expériences menées a travers le monde dans les
champs et sous serres. Sur la base des données obtenues, il est évident que l'inoculation a
entrainé des augmentations significatives des rendements de différentes cultures, sous
différentes conditions. Elles peuvent affecter la croissance et le rendement d’une large gamme
de cultures telles que les céréales ou les 1égumes. Les traitements avec les PGPR augmentent
le pourcentage de germination, la vigueur des plantules, 1’émergence, le développement des
racines et des tiges, la biomasse totale des plantes, le poids des semences, la floraison précoce

et les rendements de fruits et des graines (Van et al., 1998; Rama et al., 2001).
I.4. L'activité microbiologique de la rhizosphére

La microflore du sol un ensemble vari¢ de microorganismes tels que les
bactéries, les champignons, etc. Ces microorganismes peuvent jouer un role essentiel dans la
stimulation de croissance des plantes en fournissent des ¢léments nutritifs et en protégeant les
plantes contre les pathogénes environnants (Amarger., 2002). Il est important de noter que
ces interactions dépendent de la présence de racines vivantes ou de la disponibilité de matiére
végétal morte disponible (Barea ef al., 2005). Les microorganismes du sol jouent un role clé
dans le cycle des nutriments et contribuent au maintien de la santé et de la qualité du sol
(Jeffries et al., 2003). Ils sont impliqués dans les activités fondamentales qui assurent la
stabilité et la productivité du systéme agricole ainsi que des €cosystémes naturel (Barea et al.,

2005).
I.4.1Mécanismes impliqués dans la stimulation de la croissances des plantes par PGPR

Les PGPR interviennent sur la croissance des plantes selon plusieurs mécanismes, de
maniére direct ou indirect, qui peuvent se produire simultanément ou séquentiellement (Fig.3)

(Beauchamp., 2021).

Les PGPR, exercent un impact positif direct sur la croissance des plantes en améliorant
I’assimilation des nutriments du sol , en produisant des régulateurs de croissance végétale et
en activant les mécanismes de résistance chez les plantes . Elles ont également un effet
indirect en agissant de maniére antagoniste envers les microorganismes néfastes, en

détoxifiant les métabolites toxiques et en favorisant la nodulation des légumineuses par les
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Rhizobia. L’établissement d’une association solide entre les PGPR et les plantes est crucial
pour I’expression de ces effets bénéfiques. Les rhizobactéries sont des bactéries capables de
coloniser intensément les racines. Parmi les genres et espeéces les plus étudiés, on trouve
Agrobacterium radiobacter, Azospirillum spp, Bacillus spp, Pseudomonas spp. Fluorescents

(Hallmann et al., 1997).

I"
Q .m
Blufal‘.'limatlnn
[ Biocontrol
. . Increased
plant growth

Figure. 3 : Promotion de la croissance des plantes par les PGPR (Khan et al., 2009).

Rhizosphere

I.5. Les interactions entre les microorganismes rhizosphériques

Au niveau de la rhizosphére, une zone riche en matiere organique ou les populations
microbiennes sont abondantes, les interactions entre les microorganismes sont nombreuses et
intenses. Ces interactions sont catalysées par les exsudats racinaires qui favorisent certains
groupes de microorganismes au détriment d'autres au sein de la communauté microbienne

(Curl et Truelove., 1986). Les interactions se manifestent de différentes manieres :
L.5.1. Antagonisme

L'antagonisme désigne 1’inhibition ou I’action défavorable d'un organisme envers un
autre au sein d’une population microbienne mixte. Il peut se manifester par la compétition
pour les ressources, I’hyperparasitisme, la production de sidérophores (molécules chélation du

fer) ou par une antibiose (Curl et Truelove., 1986).
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1.51.1. Modes d’action des agents antagonistes

Les microorganismes de lutte biologique peuvent exercer leur protection en utilisant un
ou plusieurs d’action tels que la compétition pour les ressources nutritifs, 1’antibiose, le
parasitisme, la diminution de 1’agressivité du pathogene et I’induction de la résistance chez la
plante. L’étude de ces mécanismes d’action est essentielle dans le développement de la lutte

biologique (Jijakli., 2003).
1.5.1.2.1Compétition pour la nutrition et I’espace

La compétition entre deux ou plusieurs microorganismes concerne soit les éléments
nutritifs, I'espace ou les autres facteurs environnementaux qui deviennent limitatifs pour la
croissance. Les exsudats racinaires sélectivement favorisent les souches a croissance rapide,
ce qui peut influencer la compétition de la microflore dans la rhizosphére. Par exemple, la
fréquence élevée des Fusarium dans la rhizosphére peut étre attribuée a son pouvoir

compétitif (Dommergues et Mangenot., 1970).
1.5.1.2.2. Hyperparasitisme

Certains microorganismes peuvent attaquer directement d’autresmicroorganismes dans un
but nutritionnel. La rhizosphére qui abrite une grande variété de populations microbiennes,

offre un milieu propice a l'apparition de I’hyperparasitisme (Gagné., 1984).
1.5.2. Commensalisme

Le commensalisme existe au niveau de la rhizosphere principalement par des
changements dans les conditions environnementales (humidité, pH, le potentiel osmotique,
etc....) créés par un micro-organisme, rendant ainsi le climat favorable au développement
d’autres microorganismes. De plus, certains organismes peuvent dégrader ou neutraliser des
substances toxiques, favorisant ainsi la croissance d’autres microorganismes (Curl et

Truelove., 1986).
1.5.3. Mutualisme

Le mutualisme ou symbiose est une association mutuellement avantageuse entre les
microorganismes partenaires. Par exemple : de Proteus vulgaris qui a besoin de biotine, mais
ne peut pas la synthétiser, tandis que Bacillus polymyxa synthétise l'acide nicotinique

nécessaire a Proteus vulgaris et le transforme en biotine (Dommergues et Mangenot., 1970).
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1.6.Communauté microbienne de la rhizosphére :

1.6.1. Le genre Bacillus

Le genre Bacillus est caractéris¢ par une grande diversité d’organismes comprenant des
bactéries en forme de batonnets, généralement mobiles, qui ont la capacité¢ de former des
spores en conditions défavorables en présence d’oxygene (Prescott., 2002). Ces bactéries
sont chimiohétérotrophique et comprenant des espéces aérobies, des facultatifs anaérobies et
des anaérobies, avec des exigences de croissance variées. Certaines souches sont méme
thermophiles et peuvent se développer efficacement entre 65°C a 75°C (Talaro et Talaro.,
2002). Les Bacillus présentent divers activités biochimiques, y compris la fermentation et la
respiration. Certaines espéces produisent des enzymes extracellulaires hydrolytiques qui sont
capables de décomposer les protéines, les acides nucléiques, les polysaccharides et les lipides.
Ces enzymes sont souvent produites a grande échelle commerciale, par exemple, les enzymes
protéolytiques sont utilisées dans des détergents a lessive et les enzymes hydrolytiques de
polysaccharides sont utilisées pour la dégradation de I’amidon. De plus, certaines especes de
Bacillus sont pathogénes pour les insectes,comme c’est le cas de Bacillus thuringiensis, qui

est utilisée a grande échelle comme bio-insecticide (Prescott., 2002).
1.6.2.Classification et phylogénie des Bacillus

Les premicres classifications du genre Bacillus étaient basées sur deux caractéristiques
principales : la croissance en aérobie et la production d’endospores. Cependant, ces
caracteéristiques ont conduit a regrouper plusieurs bactéries ayant des types physiologiques
différents et occupant des habitats variés. Par conséquent, 1'hétérogénéité
physiologique,écologique et génétique rendait difficile la caractérisation du genre Bacillus
(Todar., 2008). Dans la premicére édition du Manuel de Bergey de la systématique
bactérienne (1986), le pourcentage de G+C des especes de Bacillus connues variait de 32 a
69%, ce qui démontrait une grande diversité génétique au sein de ce genre. De plus, le
contenu de G+C pouvait au sein des souches d'une méme espeéce. Par exemple, le contenu de
G+C des souches de Bacillus megaterium variait de 36 a 45% (Slepecky et Hemphill., 2006).
Dans la deuxiéme été séparées en deux classes distinctes au sein du phylum des Firmicutes :
les Clostridia et les Bacilli. Les Clostridia comprennent 'ordre des Clostridiales et la famille
des Clostridiaceae,qui compte 11 genres, dont Clostridium. Les Bacilli comprennent I'ordre
des Bacillales et lafamille des Bacillaceae. Dans cette famille, on trouve 37 nouveaux genres

en plus de Bacillus. Ainsi, la hiérarchie taxonomique de Bacillus selon le Manuel de Bergey
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(2004) est la suivante: Domaine : Bactéries Division : Firmicutes Classe : Bacilli Ordre :

Bacillales Famille :Bacillaceae Genre : Bacillus (Todar.,2008).

1.6.3. Taxonomie moderne des Bacillus

La classification la plus fréquente est basée sur la morphologie de Bacillus :
® Bacillus a spore ovale central ou terminale ne déforme pas la cellule mére. parmi ces
especes on trouve : Bacillus anthracis, B. cereus, B. megaterium, B. mycoides, B.
thuringiensis, B. peudomycoide, B. thuringiensis et B. weihenstephanensis (Avril et al.,
1992).
e Bacillus a spore ovale centrale ou subterminale, déformant la cellule mére, ex : Bacilluse
circulans, B. stearothermophilus, B. alvei, B. brevis, B. coagulans, B. licheniformis,
Bacillus macerans, B. pumilus, B. subtilis (Avril et al., 1992).
e Bacillus a spore sphérique terminale ou subterminale déformant la cellule mére, ex : B. e
globisporus, B. insolitus, B. sphaericus (Avril et al., 1992).

1.6.4.Principaux caractéres des Bacillus

Les especes du genre Bacillus sont des bacilles rectilignes, présentant des extrémités
carrées ou arrondies, de taille variable (0,5x1,2 mm jusqu’a 2,5x10mm).Elles forment des
spores et sont chimioorganotrophes,Gram positive ou a Gram variable (la coloration de Gram
n’est positive que dans les cultures trés jeunes). En général, elles sont mobiles grace a une
ciliature péritriche a 1’exception Bacillus anthracis, Bacillus mycoides. Les Bacillus sont
rarement capsulés, sauf B. anthracis. Ce sont des bactéries aérobies ou aéro-anaérobies
facultatives. Le genre Bacillus présente une extréme variabilité, comprenant des especes
thermophiles, psychrophiles, acidophiles, halophiles, alkalophiles.La plupart de ces especes
ont été isolées a partir du sol, de I’eau et d’aliments contaminés. Toutes les especes de
Bacillus ne sont pas pathogeénes, a 1’exception B. thuriengiensis ; B. cereus ; B. anthracis
(Prescott’s., 2002).

1.6.5.Ecologie des Bacillus

Dans le sol, les Bacillus constituent une part importante de la communauté
microbienne, coexistant avec des commensaux tels que les genres Pseudomonas et
Actinomyces. lls sont présents dans tous les horizons du sol et affichent une diversité de
capacités physiologiques qui leur permet de vivre dans une large variété d’habitats, tels que
I'eau de mer, les fonds de la mer, les sédiments (Andrea et al., 2008), les marais, les sources

d'eau, les aliments, les fourrages, les composts, les volailles, ainsi que des
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environnementsextrémes commeles déserts, les sources chaudes et les sols de
I'Arctique.Certaines especes sont pathogenes pour les mammiféres (B. anthracis) et les
insectes (B. sphaericus et B. thuringiensis). Le principal habitat du genre Bacillus est le sol,en
particulier la rhizosphére des plantes c’est -a- dire la zone entourant les racines. Ils font
partie de la flore zymogene du sol et sont présents en tant qu’épiphytes ou endophytes dans
divers plantes. On les retrouve notamment dans la rhizosphere de cultures telles que le blg, le
mais, le sorgho, la canne a sucre, I’orge, ainsi que les arbres forestiers tels que le pin et le
sapin (Holl et Chanway., 1992).
1.6.6. Bacillus comme agents de biocontrole
Les biopesticides, a base de bactéries représentent la majorité des biopesticides
microbiens (Shoresh et al., 2010). Le genre Bacillus est le genre bactérien le plus étudié
dans la recherche scientifique et le plus utilisé en agriculture. En effet, le US Food and
Drug Administration (USFDA) a confirmé que toutes les espéces qu’englobe le groupe
Bacillus subtilis sont non pathogénes a I’homme. En plus, le genre Bacillus posseéde la
possibilité de se sporuler dans des conditions défavorables ce qui facilite sa production
industrielle et sa formulation en un produit stable (Harwood et Wipat., 1996; Lolloo e?
al., 2010). Le tableau 1 résume I’ensemble des souches de Bacillus commercialisées dans

le monde comme biofertilisants et agents de biocontrole (Schisler ez al., 2004).

Tableau.1 : Produits commerciaux de biocontrole a base de Bacillus (Schisler et al., 2004).

Souches bactériennes Produit Commercial | Cible primaire

B. subtilis QST713 Serenade Mycetes et bactéries sur les légumes et
les fruits

B. licheniformis Ecoguand Mycetes sur le gazon

B. subtilis GB03 Kodiak Mycetes sur des haricots, coton et de soja

B. pumilis GB34 Yield shield Mycetes sur de soja

B. amyloliquefasciens Bioyield Mycetes sur les plantes annuelle

B. subtilis MB1600 Subtilex Mycetes sur le coton et le soja

B. subtilis MB 1600 Hi stick Mycetes sur le soja

1.6.6.1. Résistance aux pathogenes du sol
Lorsque les PGPR s’atténuent ou préviennent les effets déléteres d'un ou plusieurs
organismes phytopathogenes, la croissance des plantes se produit. Cela peut se faire en
synthétisant des substances antagonistes ou en induisant une résistance aux agents pathogenes

(Beneduzi et al., 2012).
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I.7. Les maladies des plantes
L.7.1. Définition
Une maladie des plantes peut étre définie par une succession de réponses invisibles et/ou
visibles a un microorganisme phytopathogéne ou a la modification d’un facteur
environnemental (température, pH, humidité et disponibilité d’oxygéne), qui provoque des
bouleversements de forme, de fonction ou de I’intégrité de la plante. Il existe de ce fait deux
types de maladies des plantes : des maladies non infectieuses (abiotiques) et des maladies
infectieuses (biotiques) causées par les champignons, bactéries, des virus, nématodes et des
protozoaires (Sarah et al., 2008).
1.7.2. Les maladies non infectieuses

Les maladies non infecticuses résultent d’une inadéquation de conditions
environnementales, qui ne sont pas favorables pour la plants, ils peuvent s’agir de problémes
liés en carence des condition minérales du sol (azote, potassium, magnésium, fer...),
inondation des sols, trop de soleil, exposition ou polluants atmosphérique (ozone, dioxyde de
soufre), I’exposition accidentelle aux herbicides (Knudsen., 2013).
1.7.3. Les maladies infectieuses

Les bactéries et les virus peuvent entrer dans les plantes par les blessures ou les
ouvertures naturelles, ou par vecteur, mais jamais directement (Knudsen., 2013).
1.7.4 Les relations plante-pathogeéne

D’une manicre générale, les plantes mettent en ceuvre des mécanismes tres efficaces
qui contrdlent leurs rapports avec les agents potentiellement pathogenes. A cet égard, il est
classique de distinguer deux grands types de relations (Lepoivre., 2003).
1.7.4.1. La relation non-hote

Les plantes sont des « non-hote » vis-a-vis de la plupart des microorganismes de leur
environnement. Elles ne sont attaquées que par un nombre restreint de microorganismes
(Rocher.,2004).
1.7.4.2. La relation hote

L’évolution d’une maladie fongique ainsi que ses symptomes sont étroitement liées
aux relations qui s’établissent entre la plante et son parasite. Si le champignon ne réveille pas
les mécanismes de défense de la plante, il s’y installe pour s’y développer, la plante est alors
dite sensible. Au contraire, certaines plantes, dites résistantes, répondent rapidement a la
tentative d’invasion et sont épargnées. Cette propriété est largement utilisée pour sélectionner

des variétés résistantes (Mazoyer., 2002).
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I. Synthése bibliographique
I.1.La rhizosphére.
I.1.1. Définition

En 1904, Lorenz Hiltner, bactériologiste du sol et professeur d'agronomie a Munich, a
utilisé le terme « rhizosphére » pour la premicre fois afin de décrire spécifiquement
l'interaction entre les bactéries et les racines des légumineuses. Depuis lors, la définition de la
rhizosphére s’est affinée et correspond désormais a la zone du sol ou la microflore tellurique

est exposée aux influences des racines. (Fig.1) (Campbell et Greaves., 1990; Westover et

al., 1997).
I.1.2.Compartiments de la rhizosphére
I.1.2.1.Rhizoplane

Le rhizoplane, ou surface des racines, fait référence a la zone spécifique des racines des
plantes oula microflore est extraite par une agitation vigoureuse des racines (Brahim., 1998).

C’est une partie distincte de la rhizosphére qui correspond a la surface externe des racines.

1.1.2.2. Endorhizosphére
Il existe des bactéries qui vivent au contact direct avec les racines des plantes, voire
qui pénétrent dans les tissus externes (rhizodermiques) et internes (corticaux)des racines, sans
étre des parasites ou prédatrices. Cela met en évidence le fait que ’interface entre la racine et

la microflore s’étend a I’intérieur de la racine elle -méme (Schroder et Hartmann., 2003).

1.1.2.3.Ectorhizosphére
Représente la zone extérieure qui se trouve directement apres rhizoplane (Schroder et,

Hartmann., 2003).
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Figure. 1 : Représentation des trois zones de la rhizosphere (Lynch., 1983).
1.2.Rhésodiposition et effet rhézosphérique

Le sol pres des racines différe du sol global. A ce niveau, les conditions physico-
chimiques et biologiques sont modifiées par les racines, un effet qui s’explique par
I’absorption et I’excrétion des ¢léments minéraux et par les composés organiques. C’est la
rhizodéposition (Gregory et Hinsinger., 1999). La rhizodéposition a été initialement définie
par (Whipps et Lynch.,1985) comme étant toute matiére émise par les racines des plantes.
Les rhizodépots composent principalement de composés carbonés et azotés sécrétés par les
plantes, y compris des produits de la photosynthétique. Un flux important de carbone libéré
est utilisé par les microorganismes hétérotrophes du sol comme source d’énergie et de

nutriments, favorisant leur croissance.

L’exsudation se référe a comme la libération de composés solubles de faible poids
moléculaire ( Lesuffleur.,2007). Dans la rhizosphére, les racines libérent une grande quantité
de matiéres organiques sous forme de mucilage .En fait, plus de 40% des produits de

photosynthéese sont transférés vers le systéme racinaire (Whipps.,1990).

Les microorganismes stimulés peuvent avoir un impact direct sur les plantes en
fournissant des phytohormones (Lebuhn ez al., 1997), des vitamines ou des molécules
organiques absorbables par les racines. De plus, ils peuvent également agir indirectement en
améliorant la nutrition minérale des plantes en solubilisant ou en minéralisant certains

¢léments (Brahim.,1998).
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1.3. Microflore rhizosphérique

Le sol est un écosystéme dynamique véritable abritant une variété de microflore. Il est
composé de cinq éléments principaux : la fraction minérale, la matiére organique, I’eau, 1’air
et les organismes vivants. Environ un milliard de micro-organismes spécifiques tel que les
bactéries, les champignons, les algues et les protozoaires peuvent étre trouvés dans 1gramme
de sol (Fig.2), qu’ils soient libres ou étroitement associés aux racines des plantes. Leur
capacité a coloniser la rhizosphere est influencée par les facteurs physico-chimiques du sol et

la disponibilité des nutriments (Lugtenberg et al., 2013).

La rhizosphére est une zone qui abrite de nombreux types de bactéries, les quelles
notamment les PGPR(bactéries promoteurs de la croissance des plantes), telles que les genres
bacillus et pseudomonas (Malek.,2015), ainsi que certains champignons tel que Fusarium,
Aspergillus, Pénicillium et le genre Trichoderma, qui est particulierement important. Ces
microorganismes établir une association symbiotique avec les racines des plantes, ce qui

permet a la plante de bénéficier de divers ¢léments nutritifs tels que le phosphore.

Les espéces animales du sel

-

ecllarmbale

Figure. 2 : Diversité biologique du sol (Gobat et al., 2010)
I.3.1.Les rhizobactéries promotrices de la croissance des plantes

Les PGPR (Plant Growth Promoting Rhizobacteria) regroupent les bactéries capables de
coloniser la rhizosphére.la zone autour des racines des plantes. Ces bactéries exercent des
effets bénéfiques sur la croissance et le développement des plantes de différentes manieres, en
fonction de leur position stratégique a 1’interface sol-racine (Orozco et al., 2021). Plusieurs
genres bactériens ont été identifiés comme PGPR tel que Pseudomonas, Bacillus, Rhizobium,

Azospirillum, Azotobacter.
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1.3.1.1.Effets des PGPR sur la croissance végétale

Depuis les derniéres décennies, la réponse des cultures végétales a 1’inoculation par
des PGPR est étudiée dans de nombreuses expériences menées a travers le monde dans les
champs et sous serres. Sur la base des données obtenues, il est évident que l'inoculation a
entrainé des augmentations significatives des rendements de différentes cultures, sous
différentes conditions. Elles peuvent affecter la croissance et le rendement d’une large gamme
de cultures telles que les céréales ou les 1égumes. Les traitements avec les PGPR augmentent
le pourcentage de germination, la vigueur des plantules, 1’émergence, le développement des
racines et des tiges, la biomasse totale des plantes, le poids des semences, la floraison précoce

et les rendements de fruits et des graines (Van et al., 1998; Rama et al., 2001).
I.4. L'activité microbiologique de la rhizosphére

La microflore du sol un ensemble vari¢ de microorganismes tels que les
bactéries, les champignons, etc. Ces microorganismes peuvent jouer un role essentiel dans la
stimulation de croissance des plantes en fournissent des ¢léments nutritifs et en protégeant les
plantes contre les pathogénes environnants (Amarger., 2002). Il est important de noter que
ces interactions dépendent de la présence de racines vivantes ou de la disponibilité de matiére
végétal morte disponible (Barea ef al., 2005). Les microorganismes du sol jouent un role clé
dans le cycle des nutriments et contribuent au maintien de la santé et de la qualité du sol
(Jeffries et al., 2003). Ils sont impliqués dans les activités fondamentales qui assurent la
stabilité et la productivité du systéme agricole ainsi que des €cosystémes naturel (Barea et al.,

2005).
I.4.1Mécanismes impliqués dans la stimulation de la croissances des plantes par PGPR

Les PGPR interviennent sur la croissance des plantes selon plusieurs mécanismes, de
maniére direct ou indirect, qui peuvent se produire simultanément ou séquentiellement (Fig.3)

(Beauchamp., 2021).

Les PGPR, exercent un impact positif direct sur la croissance des plantes en améliorant
I’assimilation des nutriments du sol , en produisant des régulateurs de croissance végétale et
en activant les mécanismes de résistance chez les plantes . Elles ont également un effet
indirect en agissant de maniére antagoniste envers les microorganismes néfastes, en

détoxifiant les métabolites toxiques et en favorisant la nodulation des légumineuses par les
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Rhizobia. L’établissement d’une association solide entre les PGPR et les plantes est crucial
pour I’expression de ces effets bénéfiques. Les rhizobactéries sont des bactéries capables de
coloniser intensément les racines. Parmi les genres et espeéces les plus étudiés, on trouve
Agrobacterium radiobacter, Azospirillum spp, Bacillus spp, Pseudomonas spp. Fluorescents

(Hallmann et al., 1997).

I"
Q .m
Blufal‘.'limatlnn
[ Biocontrol
. . Increased
plant growth

Figure. 3 : Promotion de la croissance des plantes par les PGPR (Khan et al., 2009).

Rhizosphere

I.5. Les interactions entre les microorganismes rhizosphériques

Au niveau de la rhizosphére, une zone riche en matiere organique ou les populations
microbiennes sont abondantes, les interactions entre les microorganismes sont nombreuses et
intenses. Ces interactions sont catalysées par les exsudats racinaires qui favorisent certains
groupes de microorganismes au détriment d'autres au sein de la communauté microbienne

(Curl et Truelove., 1986). Les interactions se manifestent de différentes manieres :
L.5.1. Antagonisme

L'antagonisme désigne 1’inhibition ou I’action défavorable d'un organisme envers un
autre au sein d’une population microbienne mixte. Il peut se manifester par la compétition
pour les ressources, I’hyperparasitisme, la production de sidérophores (molécules chélation du

fer) ou par une antibiose (Curl et Truelove., 1986).
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1.51.1. Modes d’action des agents antagonistes

Les microorganismes de lutte biologique peuvent exercer leur protection en utilisant un
ou plusieurs d’action tels que la compétition pour les ressources nutritifs, 1’antibiose, le
parasitisme, la diminution de 1’agressivité du pathogene et I’induction de la résistance chez la
plante. L’étude de ces mécanismes d’action est essentielle dans le développement de la lutte

biologique (Jijakli., 2003).
1.5.1.2.1Compétition pour la nutrition et I’espace

La compétition entre deux ou plusieurs microorganismes concerne soit les éléments
nutritifs, I'espace ou les autres facteurs environnementaux qui deviennent limitatifs pour la
croissance. Les exsudats racinaires sélectivement favorisent les souches a croissance rapide,
ce qui peut influencer la compétition de la microflore dans la rhizosphére. Par exemple, la
fréquence élevée des Fusarium dans la rhizosphére peut étre attribuée a son pouvoir

compétitif (Dommergues et Mangenot., 1970).
1.5.1.2.2. Hyperparasitisme

Certains microorganismes peuvent attaquer directement d’autresmicroorganismes dans un
but nutritionnel. La rhizosphére qui abrite une grande variété de populations microbiennes,

offre un milieu propice a l'apparition de I’hyperparasitisme (Gagné., 1984).
1.5.2. Commensalisme

Le commensalisme existe au niveau de la rhizosphere principalement par des
changements dans les conditions environnementales (humidité, pH, le potentiel osmotique,
etc....) créés par un micro-organisme, rendant ainsi le climat favorable au développement
d’autres microorganismes. De plus, certains organismes peuvent dégrader ou neutraliser des
substances toxiques, favorisant ainsi la croissance d’autres microorganismes (Curl et

Truelove., 1986).
1.5.3. Mutualisme

Le mutualisme ou symbiose est une association mutuellement avantageuse entre les
microorganismes partenaires. Par exemple : de Proteus vulgaris qui a besoin de biotine, mais
ne peut pas la synthétiser, tandis que Bacillus polymyxa synthétise l'acide nicotinique

nécessaire a Proteus vulgaris et le transforme en biotine (Dommergues et Mangenot., 1970).
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1.6.Communauté microbienne de la rhizosphére :

1.6.1. Le genre Bacillus

Le genre Bacillus est caractéris¢ par une grande diversité d’organismes comprenant des
bactéries en forme de batonnets, généralement mobiles, qui ont la capacité¢ de former des
spores en conditions défavorables en présence d’oxygene (Prescott., 2002). Ces bactéries
sont chimiohétérotrophique et comprenant des espéces aérobies, des facultatifs anaérobies et
des anaérobies, avec des exigences de croissance variées. Certaines souches sont méme
thermophiles et peuvent se développer efficacement entre 65°C a 75°C (Talaro et Talaro.,
2002). Les Bacillus présentent divers activités biochimiques, y compris la fermentation et la
respiration. Certaines espéces produisent des enzymes extracellulaires hydrolytiques qui sont
capables de décomposer les protéines, les acides nucléiques, les polysaccharides et les lipides.
Ces enzymes sont souvent produites a grande échelle commerciale, par exemple, les enzymes
protéolytiques sont utilisées dans des détergents a lessive et les enzymes hydrolytiques de
polysaccharides sont utilisées pour la dégradation de I’amidon. De plus, certaines especes de
Bacillus sont pathogénes pour les insectes,comme c’est le cas de Bacillus thuringiensis, qui

est utilisée a grande échelle comme bio-insecticide (Prescott., 2002).
1.6.2.Classification et phylogénie des Bacillus

Les premicres classifications du genre Bacillus étaient basées sur deux caractéristiques
principales : la croissance en aérobie et la production d’endospores. Cependant, ces
caracteéristiques ont conduit a regrouper plusieurs bactéries ayant des types physiologiques
différents et occupant des habitats variés. Par conséquent, 1'hétérogénéité
physiologique,écologique et génétique rendait difficile la caractérisation du genre Bacillus
(Todar., 2008). Dans la premicére édition du Manuel de Bergey de la systématique
bactérienne (1986), le pourcentage de G+C des especes de Bacillus connues variait de 32 a
69%, ce qui démontrait une grande diversité génétique au sein de ce genre. De plus, le
contenu de G+C pouvait au sein des souches d'une méme espeéce. Par exemple, le contenu de
G+C des souches de Bacillus megaterium variait de 36 a 45% (Slepecky et Hemphill., 2006).
Dans la deuxiéme été séparées en deux classes distinctes au sein du phylum des Firmicutes :
les Clostridia et les Bacilli. Les Clostridia comprennent 'ordre des Clostridiales et la famille
des Clostridiaceae,qui compte 11 genres, dont Clostridium. Les Bacilli comprennent I'ordre
des Bacillales et lafamille des Bacillaceae. Dans cette famille, on trouve 37 nouveaux genres

en plus de Bacillus. Ainsi, la hiérarchie taxonomique de Bacillus selon le Manuel de Bergey
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(2004) est la suivante: Domaine : Bactéries Division : Firmicutes Classe : Bacilli Ordre :

Bacillales Famille :Bacillaceae Genre : Bacillus (Todar.,2008).

1.6.3. Taxonomie moderne des Bacillus

La classification la plus fréquente est basée sur la morphologie de Bacillus :
® Bacillus a spore ovale central ou terminale ne déforme pas la cellule mére. parmi ces
especes on trouve : Bacillus anthracis, B. cereus, B. megaterium, B. mycoides, B.
thuringiensis, B. peudomycoide, B. thuringiensis et B. weihenstephanensis (Avril et al.,
1992).
e Bacillus a spore ovale centrale ou subterminale, déformant la cellule mére, ex : Bacilluse
circulans, B. stearothermophilus, B. alvei, B. brevis, B. coagulans, B. licheniformis,
Bacillus macerans, B. pumilus, B. subtilis (Avril et al., 1992).
e Bacillus a spore sphérique terminale ou subterminale déformant la cellule meére, ex : B. e
globisporus, B. insolitus, B. sphaericus (Avril et al., 1992).

1.6.4.Principaux caractéres des Bacillus

Les especes du genre Bacillus sont des bacilles rectilignes, présentant des extrémités
carrées ou arrondies, de taille variable (0,5x1,2 mm jusqu’a 2,5x10mm).Elles forment des
spores et sont chimioorganotrophes,Gram positive ou a Gram variable (la coloration de Gram
n’est positive que dans les cultures trés jeunes). En général, elles sont mobiles grace a une
ciliature péritriche a 1’exception Bacillus anthracis, Bacillus mycoides. Les Bacillus sont
rarement capsulés, sauf B. anthracis. Ce sont des bactéries aérobies ou aéro-anaérobies
facultatives. Le genre Bacillus présente une extréme variabilité, comprenant des especes
thermophiles, psychrophiles, acidophiles, halophiles, alkalophiles.La plupart de ces especes
ont été isolées a partir du sol, de I’eau et d’aliments contaminés. Toutes les especes de
Bacillus ne sont pas pathogeénes, a 1’exception B. thuriengiensis ; B. cereus ; B. anthracis
(Prescott’s., 2002).

1.6.5.Ecologie des Bacillus

Dans le sol, les Bacillus constituent une part importante de la communauté
microbienne, coexistant avec des commensaux tels que les genres Pseudomonas et
Actinomyces. lls sont présents dans tous les horizons du sol et affichent une diversité de
capacités physiologiques qui leur permet de vivre dans une large variété d’habitats, tels que
I'eau de mer, les fonds de la mer, les sédiments (Andrea et al., 2008), les marais, les sources

d'eau, les aliments, les fourrages, les composts, les volailles, ainsi que des
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environnementsextrémes commeles déserts, les sources chaudes et les sols de
'Arctique.Certaines especes sont pathogenes pour les mammiféres (B. anthracis) et les
insectes (B. sphaericus et B. thuringiensis). Le principal habitat du genre Bacillus est le sol,en
particulier la rhizosphére des plantes c’est -a- dire la zone entourant les racines. Ils font
partie de la flore zymogene du sol et sont présents en tant qu’épiphytes ou endophytes dans
divers plantes. On les retrouve notamment dans la rhizosphere de cultures telles que le blg, le
mais, le sorgho, la canne a sucre, I’orge, ainsi que les arbres forestiers tels que le pin et le
sapin (Holl et Chanway., 1992).
1.6.6. Bacillus comme agents de biocontrole
Les biopesticides, a base de bactéries représentent la majorité des biopesticides
microbiens (Shoresh et al., 2010). Le genre Bacillus est le genre bactérien le plus étudié
dans la recherche scientifique et le plus utilisé en agriculture. En effet, le US Food and
Drug Administration (USFDA) a confirmé que toutes les espéces qu’englobe le groupe
Bacillus subtilis sont non pathogénes a I’homme. En plus, le genre Bacillus posseéde la
possibilité de se sporuler dans des conditions défavorables ce qui facilite sa production
industrielle et sa formulation en un produit stable (Harwood et Wipat., 1996; Lolloo e?
al., 2010). Le tableau 1 résume I’ensemble des souches de Bacillus commercialisées dans

le monde comme biofertilisants et agents de biocontrole (Schisler ez al., 2004).

Tableau.1 : Produits commerciaux de biocontrole a base de Bacillus (Schisler et al., 2004).

Souches bactériennes Produit Commercial | Cible primaire

B. subtilis QST713 Serenade Mycetes et bactéries sur les légumes et
les fruits

B. licheniformis Ecoguand Mycetes sur le gazon

B. subtilis GB03 Kodiak Mycetes sur des haricots, coton et de soja

B. pumilis GB34 Yield shield Mycetes sur de soja

B. amyloliquefasciens Bioyield Mycetes sur les plantes annuelle

B. subtilis MB1600 Subtilex Mycetes sur le coton et le soja

B. subtilis MB 1600 Hi stick Mycetes sur le soja

1.6.6.1. Résistance aux pathogenes du sol
Lorsque les PGPR s’atténuent ou préviennent les effets déléteres d'un ou plusieurs
organismes phytopathogenes, la croissance des plantes se produit. Cela peut se faire en
synthétisant des substances antagonistes ou en induisant une résistance aux agents pathogenes

(Beneduzi et al., 2012).
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I.7. Les maladies des plantes
L.7.1. Définition
Une maladie des plantes peut étre définie par une succession de réponses invisibles et/ou
visibles a un microorganisme phytopathogéne ou a la modification d’un facteur
environnemental (température, pH, humidité et disponibilité d’oxygéne), qui provoque des
bouleversements de forme, de fonction ou de I’intégrité de la plante. Il existe de ce fait deux
types de maladies des plantes : des maladies non infectieuses (abiotiques) et des maladies
infectieuses (biotiques) causées par les champignons, bactéries, des virus, nématodes et des
protozoaires (Sarah et al., 2008).
1.7.2. Les maladies non infectieuses

Les maladies non infecticuses résultent d’une inadéquation de conditions
environnementales, qui ne sont pas favorables pour la plants, ils peuvent s’agir de problémes
liés en carence des condition minérales du sol (azote, potassium, magnésium, fer...),
inondation des sols, trop de soleil, exposition ou polluants atmosphérique (ozone, dioxyde de
soufre), I’exposition accidentelle aux herbicides (Knudsen., 2013).
1.7.3. Les maladies infectieuses

Les bactéries et les virus peuvent entrer dans les plantes par les blessures ou les
ouvertures naturelles, ou par vecteur, mais jamais directement (Knudsen., 2013).
1.7.4 Les relations plante-pathogeéne

D’une manicre générale, les plantes mettent en ceuvre des mécanismes tres efficaces
qui contrdlent leurs rapports avec les agents potentiellement pathogenes. A cet égard, il est
classique de distinguer deux grands types de relations (Lepoivre., 2003).
1.7.4.1. La relation non-hote

Les plantes sont des « non-hote » vis-avis de la plupart des microorganismes de leur
environnement. Elles ne sont attaquées que par un nombre restreint de microorganismes
(Rocher.,2004).
1.7.4.2. La relation hote

L’évolution d’une maladie fongique ainsi que ses symptomes sont étroitement liées
aux relations qui s’établissent entre la plante et son parasite. Si le champignon ne réveille pas
les mécanismes de défense de la plante, il s’y installe pour s’y développer, la plante est alors
dite sensible. Au contraire, certaines plantes, dites résistantes, répondent rapidement a la
tentative d’invasion et sont épargnées. Cette propriété est largement utilisée pour sélectionner

des variétés résistantes (Mazoyer., 2002).
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I1. Matériels et méthodes
I1.1. Echantillonnage

Les différents échantillons de sols rhizosphériques ont été prélevés a partir des champs
de Pomme de terre, Oignon vert, Petit pois, Salade et Féve durant le mois de Mars (Fig.4).

Cultivés dans deux zones situées a la wilaya de Mostaganem, situés a Ain Saf Saf et a

Achaacha, au nord-ouest de I’ Algérie.

Figure.4 : Prélevement des échantillons de sol.
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Des zones a I’intérieure du champ ont été sélectionnées comme site d’échantillonnage.
Les prélévements des racines ont été réalisés a une profondeur de 15cm placés ensuite dans
des sacs en plastique stériles et finalement étiquetés, ensuite transporter au laboratoire pour le
reste des tests. Les coordonnées cartographiques de chaque prélévement sont montrées dans

(Tab.2) (Kennedy et Smith., 1995).

Tableau .2 : Les cordonnées cartographiques des échantillons.

Echantillon Plante de prélevement Cordonnées cartographique
) AR
B Pomme de terre (3)063;4028935]31\1
C Petit pois 3063;40289§5EN
D Oignon vert (3)0620(5)44?272,9]5}\1
E Pomme de terre 3062244?729;\1
F Petit pois (3)0620(5)44?272,9]5}\1
G Salade 3062244§2729E’N
; ST

I1.2. Isolement des Bacillus Rhizosphériques

L’isolement des bactéries a ¢té¢ effectu¢ a partir d’un seul compartiment de la
rhizosphére (ectorhizophere), en utilisant la méthode de (Garge et Nerurkar.,2017).

Les isolats de Bacillus ont été isolées a partir de 10g de sol fortement adhérent aux
racines qui a été pesés et homogénéisés dans un flacon avec 90 ml d'eau physiologique, bien
mélanger avec un vortex, ensuit le mélange a été utiliser pour faire des dilutions décimales(10
Tjusqu’a 10 ©) ensuite les trois derniéres dilutions ont été traitée thermiquement a 80 °C
pendant 10min, aprés des aliquotes de 0,1ml de chaque dilutions traitée ont été utilisé pour
ensemencer en surface des boites de pétri contenant la gélose LB (Annexe 1). L’incubation a
été faite a 30°C pendant 48h.

I1.3. Purification et Conservation des isolats

Les différents isolats ont été repiqués plusieurs fois sur gélose nutritif (Annexe 1)

jusqu'a avoir des colonies pures, ensuite les différents isolats ont été conservés a 4°C dans des

tubes contenant la gélose nutritive incliné (ElKarkouri ef al., 2019).
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I1.4. Identification des isolats

I1.4.1. Caractérisation morphologique des isolats

L’étude macroscopique des bactéries est la premiére étude effectuée apres 1’isolement.
Elle nous a permis de différencier les colonies bactériennes de celles des moisissures et de
réaliser une premicre caractérisation a I’ceil nu en observant : la forme, la couleur, 1’aspect, et
la taille des colonies (Joffin et Leyral., 2006).

I1.4.2. Caractérisation microscopique des isolats

La coloration de Gram (Annexe 3) est essentielle pour I’identification d’une bactérie
isolée et la vérification de la pureté de 1’isolat (Singleton.,2005). C’est une coloration de base
en pratique bactériologique, Elle identifie la présence de bactéries, leur forme et leurs
caractéristiques "Gram-positif" ou "Gram-négatif".

Cet examen a ¢été fait sur des frottis préparés a partir des colonies de chaque isolat
obtenu. Ces frottis ont été observée a I’aide d’un microscope optique a grossissements (x100),
Les bactéries Gram-négatives seront colorées en rose et les bactéries Gram-positives seront
colorées en violet (Haichour., 2017).

I1.4.3. Coloration des endospores

Une endospore est une structure dormante intracellulaire particuliére qui protége la
bactérie contre des conditions environnementales défavorables. Dans le contexte d’un
diagnostic microbiologique ou il est important de vérifier leur présence pour identifier la
bactérie. Une coloration des spores a été réalisée avec vert du malachite (Annexe 3) pour
confirmer la présence de spores. La technique décoloration la plus courante pour les
endospores est la coloration de Schaeffer- Fulton (Annexe 3) (Tortora et al., 2003).

I1.4.4. Recherche de catalase

En présence d'oxygene moléculaire, certaines réactions métaboliques conduisent a la
formation d'eau oxygénée. La catalase est une enzyme qui dégrade 1'eau oxygénée en eau et
oxygene.

C’est une enzyme présente chez la plupart des bactéries aérobies et anaérobies
facultatives contenant un cytochrome, la catalase décompose le H>O,. La mise en évidence de
la catalase se pratique par 1’ajout d’une goutte de H>O2 a une petite quantit¢ de créme
bactérienne. Le dégagement d’Ozsous forme de bulles de gaz signifie que la bactérie a produit

de la catalase et ainsi considérée comme catalase positive (Talaro et Talaro., 2002).
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I1.6. Activités PGP

I1.6.1. Test antagonisme

Les isolats bactériens ont été¢ sélectionnées sur la base de leur activité antagoniste
contre les champignons phytopathogeénes. La méthode de double culture dans la gélose
dextrose de pomme de terre (PDA) (Annexe 1) décrite par (Oldenburg et al., 1996) a été
suivie, avec des modifications mineures. Brieévement, le disque de phytopathogéne (5 mm de
diametre) a été prélevé puis transféré au centre d’une boite de Pétri (90 mm de diamétre)
contenant 15 ml de PDA. Les isolats bactériens ont été inoculées a la périphérie, a 25 mm du
disque mycélien. Quatre isolats bactériens ont été ensemencées sur chaque boite. Les boites
sans inoculation d’isolats bactériennes ont servi de controle. Le temps d’incubation était de 7
jours a 25°C.

Une zone d’inhibition apparente autour de la colonie fongique a été considéré comme
résultat positif. Les isolats bactériens sélectionnées sont celles qui présentent les zones
d’inhibition les plus apparentes contre les phytopathogénes afin d’évaluer leur taux
d’inhibition.

Le pourcentage d'inhibition de la croissance radiale est calculé selon la formule de
Fokkema (1973) et Sy (1976) :

M(%) = 100x (M0-MI) /MO

Ou MO est la croissance normale exprimée en mm et M1 représente la croissance
mycélienne influencée (mm).

I1.6.1.1. Microorganismes phytopathogénes

Dix champignons phytopathogénes ont été utilisés pour le test d’antagonisme, ils ont
¢té fournis par le laboratoire de microbiologie et biologie végétale de 1’Université¢ de
Mostaganem.

11.6.2. Solubilisation des phosphates

La capacité des isolats a solubiliser les phosphates a été testée sur gélose Pikovskaya
(PVK) (Annexe.1), contenant du phosphate tricalcique (CazHPO4) comme seule source de
phosphate. (Annex1) Un volume de 10 pl de culture bactérienne de 24h a été déposé sur la
surface de la gélose PVK (Annexe 1), comme décrit par (Gaur., 1990). Aprés incubation a 30
°C pendant 7 jours, le diamétre du halo autour de la colonie a ét¢ mesuré. L’indice de
solubilisation (IS) a été et calculé a I’aide de la formule d’ (Edi-Premono ef al., 1996).

Indice de solubilisation (IS)= (Diamétre de la colonie + Diamétre d’halo) /Diamétre de la

colonie.
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I1.6.3. Production d’acide indole acétique

La production d’acide indole acétique (IAA) a été testée sur milieu LB supplémenté
avec 0.2g/L. de tryptophane (Annexe 1). Le milieu a été inoculé avec Iml de culture
bactérienne et incubé a 30 °C pendant 4jours sous agitation a 160 rpm. Un test colorimétrique
a été réalisé selon la méthode de (Loper et Scroth., 1986). Les cultures ont été centrifugées a
6000 rpm pendant 20 min, 1 ml de surnageant a ét¢ mélangé avec 2 mL de réactif de
Salkowski (50mL d‘acide perchlorique a 35% et 1 mL de FeCl3 a 0,5 M) (Annexe 2), ils ont
été incubés pendant 30min a 1’obscurité puis la DO a été mesurée a 530nm.

Un courbe d’étalonnage a été utilisé pour calculer les concentrations produites du
métabolite (Annexe.4).
IL.7. Activités enzymatiques

La capacité enzymatiques des bactéries a été évaluée sur plusieurs source de glucides
complexes a savoir : cellulose, amidon et pectine.
I1.7.1. Cellulases

La capacité cellulolytique des bactéries a ¢été¢ évaluée en utilisant le milieu de
(Mandels et Reese., 1957) contenant du sel CMC (Annexe 1). Toutes les boites inoculées ont
été colorées avec une solution de rouge Congo a 1 % pendant 15 minutes aprés une incubation
a30 °C pendant 48 heures, et distraites avec du NaCl a 1 M pendant 15 minutes (Teather et
Wood., 1982). L’apparition des zones de dégradation clair autour des colonies indique un
résultat positif pour le test.
I1.7.2. Recherche de I’activité amylolytique

Ce test est réalis¢ en cultivant les isolats bactériens sur milieu gélose nutritive
contenant1% d’amidon soluble (Annexe 1). Les boites ont ét¢ incubées a 30 °C pendant 48h.
Apres incubation, le milieu gélosé a été recouvert d’une solution de Lugol pendant 30
secondes puis un ringage a I’eau distillée a été fait. La présence d’une activité amylolytique se
traduit par ’apparition d’une zone claire autour des colonies (absence de coloration autour des
colonies). A I’inverse, un résultat négatif se traduit par une couleur brune autour de la culture
(Les zones contenant de 1’amidon se colorent en brun) (De Vos et al., 2009).
I1.7. 3. La recherche de I’activité pectinolytique

Le milieu pectine agar (Annexe 1) a été utilisé pour la sélection des isolats bactériens
producteurs de la pectinases. Apres incubation a 30°C pendant 48h, les boites sont inondées

par une solution d’acétate de cuivre a 75% pendant 10 minutes. Un résultat positif se traduit
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par un halo clair autour des colonies. A D'inverse, un résultat négatif se manifeste par

I’absence de zones d’hydrolyse (Benkahoul ef al.,2017).
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III.Résultats&Discussion

II1.1. Isolement de I’agent antagoniste

Apres incubation a 30°C pendant 48h sur le milieu d’isolement (LB)et la
purificationdes isolats de Bacillus nous a permet d’avoir 33 isolatsa partir des échantillons du

sol rhizosphérique de 8 échantillons(Fig.5).

Figure.5 : Aspect macroscopique des isolats.

I11.2. Identification des isolats de Bacillus

III.2.1. Caractérisation macroscopiques et microscopiques des isolats de
Bacillus

La caractérisation macroscopique des colonies isolées sur gélose LB montre des
coloniesde forme et de taille variables. Certaines colonies sont circulaires, d’autres de
formeirréguli¢re atteignant des dimensions allant de 1 a 6 mm de diamétre. L’aspect des
coloniesest aussi différent, il peut étre visqueux, lisse ou granulaire, les colonies sontopaques
ou translucides avec des couleurs blanches a créme (Tab.3)

L’observation microscopique a été faite apres coloration de Gram qui a permis de
différencier les bactéries selon leur forme et leur coloration, tous les isolats observés avaient
une forme bacille et Gram+ avec une couleur violette.Tous lesisolats sont sporulés

(Fig.6),(Tab.3)
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Figure.6 : Aspect microscopique des isolats.

Tableau.3 :Aspect microscopique et macroscopique des isolats de Bacillus

Isolats Forme Gram Spore | Aspect macroscopique

L.c.2.b Bacille + + Visqueux, irrégulicre, blanche a créme
L.F.3 Bacille + + Granuleux, réguliére, blanche a créme
D.4 Bacille + + Granuleux, irréguliére, blanche a créme
D.5 Bacille + + Granuleux, irréguliére, blanche a créme
D.3 Bacille + + Granuleux, irréguliére, blanche a créme
L.F.1.b Bacille + + Lisse, irrégulicre, blanche a créme
L.D.2 Bacille + + Lisse, réguliére, blanche a créme

LC2a Bacille + + Visqueux, réguliére, blanche a créme
LG1b Bacille + + Visqueux, réguliére, blanche a créme
LB5 Bacille + + Visqueux, réguliére, blanche a créme
LD1 Bacille + + Granuleux, irréguliére, blanche a créme
LGla Bacille + + Visqueux, réguliére, blanche a créme
LA4b Bacille + + Lisse, réguliére, blanche a créme

LC3b Bacille + + Visqueux, irrégulicre, blanche a créme
LC1 Bacille + + Visqueux, irréguliere, blanche a créme
LB11 Bacille + + Lisse, réguliére, blanche a créme
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LB10 Bacille + + Lisse, réguliére, blanche a créme
LAS Bacille + + Visqueux, irrégulicre, blanche a créme
LF2 Bacille + + Granuleux, régulicre, blanche a créme
LB1 Bacille + + Visqueux, réguliére, blanche a créme
LG2 Bacille + + Lisse, réguliére, blanche a créme
LF1la Bacille + + Lisse, irrégulicre, blanche a créme
LC3a Bacille + + Visqueux, réguliere, blanche a créme
LB7 Bacille + + Lisse, réguliére, blanche a créme
LA3b Bacille + + Visqueux, réguliere, blanche a créme
LA2a Bacille + + Visqueux, réguliere, blanche a créme
LBS8 Bacille + + Lisse, réguliére, blanche a créme

LB2 Bacille + + Lisse, réguliére, blanche a créme
LB6 Bacille + + Lisse, réguliére, blanche a créme
LA4 Bacille + + Lisse, irréguli¢re, blanche a créme
LA2b Bacille + + Lisse, réguli¢re, blanche a créme

LB9 Bacille + + Granuleux, réguliére, blanche a créme
LA4a Bacille + + Lisse, irrégulicre, blanche a créme

I1.2.2. Recherchede catalase

Le test de catalase permet de vérifier si la bactérie possede 1’enzyme de la catalase qui
décompose le peroxyde d’hydrogéne (H20:z). En effet, les résultats de ce test montrent que 26

isolats sont capables de produire cette enzyme et 7 sont incapables de la produire.(Tab.8).

II1.3. Test PGP
II1.3.1. Test d’antagonisme

Parmi les isolats bactériens testés, sept isolats avaient un effet antagoniste positif.
Deuxisolats (LD2 et LB1) ont montré un effet positif contre le champignon 1(Fig.7).Les
isolats LC1 etLA4b ont un effet positif contre le champignon 2. Et trois isolats (LAS, LA4b et
LB7) ayant uneactivité antifongique contre le champignon 10.L’isolat LD1a un effet positif

contre champignon 4. Aucun isolat n'a montré d'effet antagoniste contre les champignons 3, 5,

6, 7 et 8,(tab.4).
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Controle

Figure.7 : Activité antagoniste des isolats.

Les résultats de cette expérience ont montré que les deux I’isolats LD2 et LB1 ont
présenté des taux d’inhibitionsde 33.3%et 25 % respectivement contre le champignon 1. Alors
que les autres isolats positif (LA5,LB7, LD1,LCI1 et LA4b) ont présenté des taux d’inhibitions

moins de 5%.
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Tableau.4 : Activité antagoniste des isolats

ampignon

Isolats

L.C.2.b - - - - - - - - - -

L.F.3 - - - - - - - - - -

D4 - - - - - - - - - -

D.5 - - - - - - - - - -

D.3 - - - - - - - - - -

L.F.1.b - - - - - - - - - -

L.D.2 + - - - - - - - - -

LC2a - - - - - - - - _ -

LG1b - - - - - - - - - -

LBS - - - - - - - - - -

LD1 - - - + - - - - - -

LGla - - - - - - - - - -

LA4b - n ; _ ] _ _ } ; n

LC3b - - - - - - - - - -

LC1 - + - - - - - - - -

LB11 - - - - - - - - - -

LB10 - - - - - - - - - -

LAS - - - - - - - - - +

LF2 - - - - - - - - - -

LB1 + - - - - - - - - _

LG2 - - - - - - - - - -

LF1a - - - - - - - - - -

LC3a - - - - - - - - - -

LB7 - _ ; : - . } ; ; "

LA3b - - - - - - - - - -

LA2a - - - - - - - - - -

LB8 - - - - - - - - - -

LB2 - - - - - - - - - -

LB6 - - - - - - - - - -

LA4 - - - - - - - - - -

LA2b - - - - - - - - - -

LB9 - - - - - - - - - -

LAda - ; ; ; ; ] ] - - ;
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Test d'antagonisme
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Figure.8 :Test d’antagonisme.

La figure8 montre le nombre d’isolat capable d’inhiber la croissance de chaque agent
phytopathogeéne.D’apres cette figure, nous avons remarqué quele champignon 10 a été inhibé
par trois isolats, les deux champignons 1 et 2 ont inhibé par deux isolats, un isolat a pu inhiber
le champignon 4.Aucun isolat bactérien n’a pu montrer une activité antagoniste vis-a-vis les

phytopathogene 3, 5, 6, 7, 8 et 9.

II1.3.2. Solubilisation des phosphates

La solubilisation du phosphate est révélée par 1’apparition d’un halo de transparence

autour descolonies apres 7 jours d’incubation a 30°C (Fig.9).

Figure.9 : Solubilisation de phosphate de I’isolat.
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Deux isolats ont montré des résultats positifs pour le test, LA4 et LASavec des I’indice
de solubilisation de 2.25, 2.14respectivement (Fig.10).Le reste des isolats (31 bactéries)ont

éténégatifs pour la solubilisation du phosphate.

Solubilisation de phosphate
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1.5

0.5

Indice de solubilisation
[ N
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o - L JJuog-Hdd 00400 54405 dg< <A
_ - 4 5 35 J T R S - - 4 = 3

Les souches

L.B.2

Figure .10 :Taux de Solubilisation du phosphate par les isolats.

I11.3.3. Production de I’acide indole acétique (AIA)

La recherche de I’acide indole acétique chez I’ensemble des isolats a été réalisée apres
leur culture dans le milieu LB additionnés de tryptophane a raison de 0.2g/l. Apres 4 jours
d’incubation, 1’apparition de la couleur rose apres addition du réactif Salkowski indique de

production de I’ AIA.

Seize isolats ont été positifs pour la production d’AIA.Par contre dix-sept isolats

¢taientnégatifs pour le test. (Fig.11).
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—— - — ) _ o —

Figure .11 : Production d’AIA par les isolats.
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Figure .12 : Taux deproduction d’AIA par les isolats.

D’aprés la figure 12, nous avons remarqué que I’isolat LB8 avait une production
maximale d’AIA par rapport aux autresisolats, dix isolats ont montré une production moyenne

du métabolite avec des concentrationsallant de 24.84ug/ml a37.62ug/ml.

Cinq isolats (D5, LA3b, LB11, D3, LF2) ont montré une production minimale d’AIA
avec des concentrations allant de 12.98ug/ml a 7.87ug/ml. Le reste des isolats étaient négatif

pour le test.
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II1.4.Activités enzymatiques

Les tests enzymatiques ont été réalisés dans le but de déterminer la capacité des
isolatsobtenuea produire lesenzymes nécessaires a la dégradation des sucres complexes, telles
que : la cellulase, la pectinase etl’amylase. (Fig14).

Les analyses de production de divers enzymes révelent que sur les 33isolats de
Bacillus testées, 21isolats ont été incapables d’hydrolyser la cellulose.(Fig.13).En revanche,
12 ont été capables de I’hydrolyser (Tab.5).

Concernant la deuxiéme enzyme [’amylase, ils n’y avaient que 22isolats capables de
produire cette enzyme et d’une manicre assez forte(Fig.13), alors que lesl1 isolats ont été
incapables de la produire (Tab.5).

Concernant le troisiéme enzyme (pectinase) nous avons observées que les 33 isolats

testésont étéincapablesde produire cette enzyme (Tab.5) (Fig.13).

Figure .13 : Les activités enzymatiques.
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Activités enzymatiques
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Figure .14 : taux d’activités enzymatiques

Tableau.5 : Récapitulatifdes tests des isolats.

Les isolats Amylase Pectine Cellulase
L.C.2.b + - -
L.F3
D.4
D.5
D3
L.F.l.a
L.F.lb
L.D.2
L.C2a
L.G.l.a
L.G.1b
L.B.5
L.D.1
L.A4.a
L.A4b
L.C3.a
L.C3.b
L.C.1
L.B.11
L.B.10
L.AS
L.F.2
L.B.1
L.G2
L.B.7
L.A3b - -
LA2.a

+ |+ [+]
1
4+ |1

4+ |

Fl |+ ][]+
1
1

+ [+
1
1

1
+ 4]

1+
1
1

+
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LA2Db - - +
L.B.8 - - +
L.B.6 + - -
L.A4 - - -
L.B.9 + - -
L.B.2 - - -

I11.5. Discussion

Dans la présente étude, des Bacillus rhizosphériqueont été isolés et identifiés, apres
traitement & 80°C elles possédent une variété de caractéres morphologique. Des résultats
similaires ont été¢ obtenus par d'autres chercheurs, ou les isolatsde Bacillus et Paenibacillusont
¢été observés comme des colonies de taille petite amoyenne, translucides, Gram positif, et en
forme de batonnets et une texture lisse. Dans d’autre résultats, des pigmentations de couleur
différente et une ¢lévation convexe ont été observé (Mumtaz et al., 2017 ; Ahmadet al., 2018

; Suman et al., 2018)

Plusieurs études révelent que les Bacillus sont abondants dans la rhizosphére du blé
(Milus et Rothrock., 1993 ; Maplestone et Campbell., 1989). Toutefois, leur dominance se
trouve dans les régions salées. La capacité de sporulation de ce genre bactérien favorise d’une
part ’'ubiquité et d’autre part la survie dans des environnement trés divers. Les isolats
bactériennes observées se sont révélées toutes a gram positif, végétatives dont certaines
pouvant croitre en conditions aéro-anaérobie (facultatives), alors que d’autres sont aérobies
stricts. Les cellules rencontrées produisent des spores ellipsoidales, centrales, subterminales et
terminales soient déformantes ou non déformantes. Ces caractéres rappellent I’aspect des

Bacillus cités par la littérature (Logan et Turnball., 2000).

Les bactéries Bacillus spp forment des spores en cas de stress environnemental tel que
la privation de nutriments (Setlow et Johnson., 2007). Dans des conditions appropriées, la
sporulation de Bacillus spp. peut-étre induite non seulement par 1'épuisement des nutriments
mais aussi en soumettant les cellules a certaines conditions environnementales défavorables
notamment des valeurs extrémes de pH et de température ( Turnbullet al., 1990 ) . Dans
cette étude, apres traitement thermique a 80° C/10 min, la présence de spores dans Bacillusa
été confirmée par plusieurs auteurs, (Cho et Rhee 2018 ; Elisashvilief al., 2019 ) ont prouvé

la présence deBacillus formant des spores .
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(Karimiet al., 2012), ontrapporté que Bsubtilis est 1'espéce la plus abondante dans le
sol rhizophérique du pois chiche. (Kumar et al., 2014), ont pu isoler un total de 240 Bacillus
a partir la rhizosphére dupois chiche en Inde. En outre, (Patil ez al., 2015), ajoutentque sur 75
isolats deBacillus isolées a partir de la rhizosphére de pois chiche, le B. subtilisest 1’isolat la
plus dominante. Elle est aussi dominante dans la rhizosphére du blé (Yueju et al., 2014).
D’autres especes de Bacillus ont été isolés a partir du sol, ainsi, (Nouvamoet al,, 2015),ont
rencontré B.coagulans, B.thuriengiensis, B.pumilus, B.circulans, B.firmus, B.lentuset
B.licheniformissur la rhizosphére du mais. (Santos ef al., 2006) affirment que les Bacillus sp.,
sont les rhizobactéries les plus abondants dans le sol ce qui explique leur potentiel compétitif,

dans l'environnement en présence avec plusieurs autres microorganismes.

Dans cette étude, la plupart des isolats testés ont été positives pour l'activité catalase.
(Igbal et al., 2016) ont rapporté que les cinq isolats de Bacillus étaient tous positifs a la
catalase car ceux-ci forment des bulles de gaz lors de l'ajout de H20. aux cellules des
bactéries. Dans une autre étude, (Ahmad et al.,2018) ont observé que les sept isolats étaient

positifs pour la production d'enzyme catalase.

Concernant I’antagonisme, Les Bacillus sp. ont été considérée comme des agents
potentiels de lutte biologique grace a leur forte production des spores, qui sont souvent
résistantes a la dessiccation, a la chaleur, aux UV, aux solvants organiques et a 1’irradiation

(Ling et al., 2007)..

Certains isolats bactériens de Bacillus ont montré un effet trés faible d’activité
antagoniste contre les phytopathogenes, telle que (LAS,LB7, LD1,LC1,LA4b ) avec un taux
d’inhibition moins de5%, alors que d'autres n’ont montré qu’une activit¢ nulle dans certains
cas. Parmi les 33 isolats, I’isolatLD2 a une activit¢ antagoniste avec un taux d’inhibition
environ (33.3%) et (25%) pour I’isolat LB1 contre le champignon 1. Des résultats similaires
ont été obtenus par d'autres chercheurs, Cette capacité des isolats de Bacillus a inhiber les
champignons phytopathogenes repose principalement sur leur production d'une grande variété

de métabolites secondaires aux propriétés antimicrobiennes (Keswani et al.,2020).

Les résultats de Toralet a/,(2018) ont montré que le taux d'inhibition d’Ascochytasp
par Bacillusapres 7 jours d'incubation est de 33,74% qui est similaires avec nos résultats. Par
contre d’autre chercheurs ont trouvées un potentiel antagoniste élevé,Jemniet a/,(2009) ont
montré que deux isolats de Bacillus SB1 et SB2 présentent un effet inhibiteur de 50% sur la

croissance de Botrytis cinerea. Sur la méme idée Tour et al,(2004) ont trouvé que le taux
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d’inhibition de la croissance de Botrytis cinerea par ’isolats Bacillus amyloliquefaciens était
70%. Mari etal,(1996) ont signalé queles bactéries a Gram positif appartenant au
genreBacillus étaient plus efficaces contre Botrytis cinerea. Alippi et Monaco,(1994) ont
démontré que plusieurs isolats de Bacillus pouvant produire des molécules antifongiques
telles que subtiline, bacitracine, bacilline et bacillomycine qui appartiennent a la famille des

iturines.

A propos des test PGP la synthése des hormones de croissance des plantes, dont I’ATA
est le plus efficace,est une faculté trés commune chez les bactéries. Environ 80% des bactéries
rhizosphériques sontcapables d’en produire. Le L-tryptophane est considéré comme le
précurseur parce que son addition est nécessaire a la production d’AIA. Les exsudats
racinaires sont une source naturelle deL-tryptophane pour la microflore de la rhizospheére
(Dastageret al., 2010). L’AIA ¢étaient synthétis€ dans la présent étude par les seize 16
isolatsde Bacillus : LC3a- LF1a-LC1-LA2a-LF3-LD2-LB10-LA2b-D4-D5-L.A3b-LB11-D3-
LF2.Selon (Joseph et al., 2007),tout en travaillant avec les pois chiches, les isolats de
Bacillus ont produit 'IAA et ont ainsi amélioré la production et le rendement.Alors que, le
reste des isolats libérent des taux trés faibles ou négligeable, Les espéces de Bacillus sont
faiblement productrices de I’AIA. Nos résultats en accordavecLoper et Schroth, (1986),les
bactéries a Gram positif sont faiblement productrices de I’AIA. La production de ce composé
est variable entre les isolats dedifférentes especes. Cette variation est aussi influencée par les
conditions de culture, la phasede croissance et la disponibilit¢ du substrat (Mirazaet al.,

2001).

Les bactéries rhizosphériques solubilisant le phosphate sont considérées comme des
agentsbiofertilisants en agriculture(Sharma et al., 2007). Les Bacillus possédent plusieurs
mécanismes ayant des effets bénéfiques sur les plantes. L’une des principales activités

améliorant la croissance des végétaux est I’alimentation phosphatée.

Les résultats de la présente étude montre que indice de solubilisation de
Ca3(PO4)yparles deux isolats de Bacillussont 2.25 et 2.14 respectivement. M. Gupta et

al.,(2012)ont marquée des efficacités de solubilisation qui varient entre (150 et 340).

Dans notre étude, 31 isolats étaientincapables de solubiliser le phosphate, Des résultats
similaire ont été obtenus par d'autres chercheurs. Les micro-organismes libérent le Phosphate
soluble par la production d'acides organiques et/ou par la sécrétionde H +. Par conséquent, le

P peut étre libéré par la substitution des protons ou sa complexationavec le Ca2+ (Illmer et

34



Chapitre 111 Résultats et discussion

Schinner., 1995). Ainsi lors de la solubilisation, les bactéries acidifient]l’espace périplasmique
par oxydation directe du glucose. Ce processus conduit a la libérationde différents acides
organiques (lactique, gluconique, isobutyrique, acétique, glycolique,oxalique, malonique et
succinique). Cependant, ces composés sont libérés difficilement dansle milieu solide
contrairement au milieu liquide (Nautiyal.,, 1999). La conséquence de cephénomene se
manifeste par la non-apparition du halo de transparence autour des colonies desisolats

solubilisant efficacement les phosphates sur bouillon PVK..

Pendant de nombreuses années, les bactéries dégradant la cellulose ont été ciblées et
caractérisées pour l'obtention de cellulases plus efficaces (Otajevwo et Aluyi., 2011). Les
résultats obtenus montrent que I’activité cellulosique est observée chez 12 isolats. Les
résultats sont en accord avec les recherches précédemment effectuées parMaki et al.,(2011),
dans lequel plusieurs isolats de Bacillus et de Microbacterium produisent les
cellulases.(Otajevwo et Aluyi 2011) ont isolé plusieurs isolats de Bacillus circulanset
Bacillus subtilis productrices de cellulases. Selon Lu et al.,(2005),les especes de
Bacillusjouent un réle important dans la biodégradation et la bioconversion des composés de
haut
poids moléculaires, Bacillus subtilis et Bacillus licheniformissont fréquemment signalées

parmi les especes cellulolytiques.

Les amylases peuvent avoir plusieurs sources, microbiennes et méme animales et
végétales. Mais la plus demandé en industrie est les amylases microbiennes
(Sharmaet al., 2010).Nos résultats, ont montré que la majorité des isolats de Bacillus
sélectionnées ont €té positif pour l'activité de ’amylase. Des résultats similaires ont été
obtenus par d'autres chercheurs.Shonkorezal.,(2011) ont montré que les especes du genre
Bacillus sont capables de produire des métabolites ayant un effet bénéfique sur la santé des
plantes, les métabolites a activité antibiotiques (contre les phytopathogenes) et les enzymes

extracellulaires (amylases ...etc.).

Aucun isolat n’est capable d’hydrolyser la pectine, cela se traduit par I’absence d’un
halo clair autour des colonies. De ce fait toutes les isolats bactériens étudiées sont dépourvus
de la pectinase extra-cellulaire. Au contraire d’autre étude a monté que la production de
pectinase par ces isolats est plus élevée que celle de la plupart des autres microbes,
commeBacillus polymyxa(Nagel et Vaughn., 1961), Bacillus sp. RK9 (Kelly et Fogarty.,
1978).
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II1. Résultats & Discussion

II1.1. Isolement de I’agent antagoniste

Apres incubation a 30°C pendant 48h sur le milieu d’isolement (LB) et la purification
des isolats de Bacillus nous a permet d’avoir 33 isolats a partir des échantillons du sol

rhizosphérique de 8 échantillons (Fig.5).

Figure.5 : Aspect macroscopique des isolats.

I11.2. Identification des isolats de Bacillus

III.2.1. Caractérisation macroscopiques et microscopiques des isolats de

Bacillus

La caractérisation macroscopique des colonies isolées sur gélose LB montre des
Colonies de forme et de taille variables. Certaines colonies sont circulaires, d’autres de forme
irréguliére atteignant des dimensions allant de 1 a8 6 mm de diamétre. L’aspect des colonies
est aussi différent, il peut étre visqueux, lisse ou granulaire, les colonies sont opaques ou
translucides avec des couleurs blanches a créme (Tab.3)

L’observation microscopique a été faite apres coloration de Gram qui a permis de
différencier les bactéries selon leur forme et leur coloration, tous les isolats observés avaient
une forme bacille et Gram+ avec une couleur violette. Tous les isolats sont sporulés (Fig.6),

(Tab.3)
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Figure.6 : Aspect microscopique des isolats.

Tableau.3 :Aspect microscopique et macroscopique des isolats de Bacillus

Isolats Forme Gram Spore | Aspect macroscopique

L.c.2.b Bacille + + Visqueux, irrégulicre, blanche a créme
L.F.3 Bacille + + Granuleux, réguliére, blanche a créme
D.4 Bacille + + Granuleux, irréguliére, blanche a créme
D.5 Bacille + + Granuleux, irréguliére, blanche a créme
D.3 Bacille + + Granuleux, irréguliére, blanche a créme
L.F.1.b Bacille + + Lisse, irrégulicre, blanche a créme
L.D.2 Bacille + + Lisse, réguliére, blanche a créme

LC2a Bacille + + Visqueux, réguliére, blanche a créme
LG1b Bacille + + Visqueux, réguliére, blanche a créme
LB5 Bacille + + Visqueux, réguliére, blanche a créme
LD1 Bacille + + Granuleux, irréguliére, blanche a créme
LGla Bacille + + Visqueux, réguliére, blanche a créme
LA4b Bacille + + Lisse, réguliére, blanche a créme

LC3b Bacille + + Visqueux, irrégulicre, blanche a créme
LC1 Bacille + + Visqueux, irréguliere, blanche a créme
LB11 Bacille + + Lisse, réguliére, blanche a créme
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LB10 Bacille + + Lisse, réguliére, blanche a créme
LAS Bacille + + Visqueux, irrégulicre, blanche a créme
LF2 Bacille + + Granuleux, régulicre, blanche a créme
LB1 Bacille + + Visqueux, réguliére, blanche a créme
LG2 Bacille + + Lisse, réguliére, blanche a créme
LF1la Bacille + + Lisse, irrégulicre, blanche a créme
LC3a Bacille + + Visqueux, réguliere, blanche a créme
LB7 Bacille + + Lisse, réguliére, blanche a créme
LA3b Bacille + + Visqueux, réguliere, blanche a créme
LA2a Bacille + + Visqueux, réguliere, blanche a créme
LBS8 Bacille + + Lisse, réguliére, blanche a créme

LB2 Bacille + + Lisse, réguliére, blanche a créme
LB6 Bacille + + Lisse, réguliére, blanche a créme
LA4 Bacille + + Lisse, irréguli¢re, blanche a créme
LA2b Bacille + + Lisse, réguli¢re, blanche a créme

LB9 Bacille + + Granuleux, réguliére, blanche a créme
LA4a Bacille + + Lisse, irrégulicre, blanche a créme

I1.2.2. Recherche de catalase

Le test de catalase permet de vérifier si la bactérie possede 1’enzyme de la catalase qui
décompose le peroxyde d’hydrogéne (H20:z). En effet, les résultats de ce test montrent que 26

isolats sont capables de produire cette enzyme et 7 sont incapables de la produire. (Tab.8).

II1.3. Test PGP
II1.3.1. Test d’antagonisme

Parmi les isolats bactériens testés, sept isolats avaient un effet antagoniste positif.
Deux isolats (LD2 et LB1) ont montré un effet positif contre le champignon 1 (Fig.7). Les
isolats LC1 et LA4b ont un effet positif contre le champignon 2. Et trois isolats (LAS, LA4b
et LB7) ayant une activité antifongique contre le champignon 10. L’isolat LDla un effet
positif contre champignon 4. Aucun isolat n'a montré d'effet antagoniste contre les

champignons 3, 5, 6, 7 et 8, (tab.4).
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Controle

Figure.7 : Activité antagoniste des isolats.

Les résultats de cette expérience ont montré que les deux I’isolats LD2 et LB1 ont
présenté des taux d’inhibitions de 33.3% et 25 % respectivement contre le champignon 1.
Alors que les autres isolats positif (LAS, LB7, LDI1, LC1 et LA4b) ont présenté des taux

d’inhibitions moins de 5%.
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Tableau.4 : Activité antagoniste des isolats

Champignon

Isolats

L.C.2.b - - - - - - - - - -

L.F.3 - - - - - - - - - -

D4 - - - - - - - - - -

D.5 - - - - - - - - - -

D.3 - - - - - - - - - -

L.F.1.b - - - - - - - - - -

L.D.2 + - - - - - - - - -

LC2a - - - - - - - - _ -

LG1b - - - - - - - - - -

LBS - - - - - - - - - -

LD1 - - - + - - - - - -

LGla - - - - - - - - - -

LA4b - n ; _ ] _ _ } ; n

LC3b - - - - - - - - - -

LC1 - + - - - - - - - -

LB11 - - - - - - - - - -

LB10 - - - - - - - - - -

LAS - - - - - - - - - +

LF2 - - - - - - - - - -

LB1 + - - - - - - - - _

LG2 - - - - - - - - - -

LF1a - - - - - - - - - -

LC3a - - - - - - - - - -

LB7 - _ ; : - . } ; ; "

LA3b - - - - - - - - - -

LA2a - - - - - - - - - -

LB8 - - - - - - - - - -

LB2 - - - - - - - - - -

LB6 - - - - - - - - - -

LA4 - - - - - - - - - -

LA2b - - - - - - - - - -

LB9 - - - - - - - - - -

LAda - ; ; ; ; ] ] - - ;
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Test d'antagonisme
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Figure.8 : Test d’antagonisme.

La figure 8 montre le nombre d’isolat capable d’inhiber la croissance de chaque agent
phytopathogeéne. D’apres cette figure, nous avons remarqué que le champignon 10 a été inhibé
par trois isolats, les deux champignons 1 et 2 ont inhibé par deux isolats, un isolat a pu inhiber
le champignons 4. Aucun isolat bactérien n’a pu montrer une activité antagoniste vis-a-vis les

phytopathogene 3, 5, 6, 7, 8 et 9.

II1.3.2. Solubilisation des phosphates

La solubilisation du phosphate est révélée par 1’apparition d’un halo de transparence

autour des colonies aprées 7 jours d’incubation a 30°C (Fig.9).

Figure.9 : Solubilisation de phosphate de I’isolat.
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Deux isolats ont montré des résultats positifs pour le test, LA4 et LAS avec des
I’indice de solubilisation de 2.25, 2.14 respectivement (Fig.10). Le reste des isolats (31

bactéries) ont été négatifs pour la solubilisation du phosphate.

Solubilisation de phosphate
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Figure .10 : Taux de Solubilisation du phosphate par les isolats.
II1.3.3. Production de I’acide indole acétique (AIA)

La recherche de I’acide indole acétique chez I’ensemble des isolats a été réalisée apres
leur culture dans le milieu LB additionnés de tryptophane a raison de 0.2g/l. Aprés 4 jours
d’incubation, 1’apparition de la couleur rose apres addition du réactif Salkowski indique de

production de I’AIA.

Seize isolats ont été positifs pour la production d’AIA. Par contre dix-sept isolats

étaient négatifs pour le test. (Fig.11).
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Figure .11 : Production d’AIA par les isolats.
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Figure .12 : Taux de production d’AIA par les isolats.

D’apres la figure 12, nous avons remarqué que I’isolat LB8 avait une production
maximale d’AIA par rapport aux autres isolats, dix isolats ont montré une production

moyenne du métabolite avec des concentration allant de 24.84ug/ml a 37.62ug/ml

Cinq isolats (D5, LA3b, LB11, D3, LF2) ont montré une production minimale d’AIA
avec des concentrations allant de 12.98ug/ml a 7.87ug/ml. Le reste des isolats étaient négatif

pour le test.
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II1.4. Activités enzymatiques

Les tests enzymatiques ont été réalisés dans le but de déterminer la capacité des isolats
obtenue a produire les enzymes nécessaires a la dégradation des sucres complexes, telles que :
la cellulase, la pectinase et I’amylase. (Fig14).

Les analyses de production de divers enzymes révelent que sur les 33isolats de
Bacillus testées, 21 isolat ont été incapables d’hydrolyser la cellulose. (Fig.13). En revanche,
12 ont été capables de 1’hydrolyser (Tab. 5).

Concernant la deuxiéme enzyme ’amylase, il n’y avaient que 22 isolats capables de
produire cette enzyme et d’une manicre assez forte (Fig.13), alors que les 11 isolats ont été
incapables de la produire (Tab. 5).

Concernant le troisiéme enzyme (pectinase) nous avons observées que les 33 isolats

testés ont été incapables de produire cette enzyme (Tab.5) (Fig.13).

Figure .13 : Les activités enzymatiques.
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Activités enzvmatiques

35

30

25

20

M positive
15

M negative
10 -

cellulase amylase pectine

Figure .14 : taux d’activités enzymatiques

Tableau.5 : Récapitulatif des tests des isolats.

Les isolats Amylase Pectine Cellulase
L.C.2.b + - -
L.F3
D4
D.5
D3
L.F.l.a
L.F.lb
L.D.2
L.C2a
L.G.l.a
L.G.1b
L.B.5
L.D.1
L.A4.a
L.A4b
L.C3.a
L.C3.b
L.C.1
L.B.11
L.B.10
L.AS
L.F.2
L.B.1
L.G2
L.B.7 -
L.A3b - - +
LA2.a
L.A2b - - +

+ |+ ][+
1
4+ |1

E

Fl |+ [+ |+
1
1

+ 4]
1
1

1
+ |+

1+
1
1

+
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L.B.8 - - +
L.B.6 + - -
L.A4 - - -
L.B.9 + - -
L.B.2 - - -

II1.5. Discussion

Dans la présente étude, des Bacillus rhizosphériqueont été isolés et identifiés, apres
traitement a 80°C elles possedent une variété de caractéres morphologique. Des résultats
similaires ont été obtenus par d'autres chercheurs, ou les isolatsde Bacillus et Paenibacillusont
¢été observés comme des colonies de taille petite amoyenne, translucides, Gram positif, et en
forme de batonnets et une texture lisse. Dans d’autre résultats, des pigmentations de couleur
différente et une élévation convexe ont ét¢ observé (Mumtaz et al., 2017 ; Ahmadet al., 2018

; Suman et al., 2018)

Plusieurs études révelent que les Bacillus sont abondants dans la rhizosphére du blé
(Milus et Rothrock., 1993 ; Maplestone et Campbell., 1989). Toutefois, leur dominance se
trouve dans les régions salées. La capacité de sporulation de ce genre bactérien favorise d’une
part ’ubiquité et d’autre part la survie dans des environnement trés divers. Les isolats
bactériennes observées se sont révélées toutes a gram positif, végétatives dont certaines
pouvant croitre en conditions aéro-anaérobie (facultatives), alors que d’autres sont aérobies
stricts. Les cellules rencontrées produisent des spores ellipsoidales, centrales, subterminales et
terminales soient déformantes ou non déformantes. Ces caracteéres rappellent 1’aspect des

Bacillus cités par la littérature (Logan et Turnball., 2000).

Les bactéries Bacillus spp forment des spores en cas de stress environnemental tel que
la privation de nutriments (Setlow et Johnson., 2007). Dans des conditions appropriées, la
sporulation de Bacillus spp. peut-€tre induite non seulement par 1'épuisement des nutriments
mais aussi en soumettant les cellules a certaines conditions environnementales défavorables
notamment des valeurs extrémes de pH et de température ( Turnbull ef al., 1990 ) . Dans
cette étude, apres traitement thermique a 80° C/10 min, la présence de spores dans Bacillusa
été confirmée par plusieurs auteurs, (Cho et Rhee 2018 ; Elisashviliet al., 2019 ) ont prouvé

la présence de Bacillus formant des spores .

(Karimiet al., 2012), ontrapporté que Bsubtilis est 1'espece la plus abondante dans le

sol rhizophérique du pois chiche. (Kumar ez al., 2014), ont pu isoler un total de 240 Bacillus
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a partir la rhizospheére dupois chiche en Inde. En outre, (Patil ez al., 2015), ajoutent que sur 75
isolats de Bacillus isolées a partir de la rhizosphére de pois chiche, le B. subtilis est I’isolat la
plus dominante. Elle est aussi dominante dans la rhizosphére du blé (Yueju et al., 2014).
D’autres especes de Bacillus ont été isolés a partir du sol, ainsi, (Nouvamo et al., 2015),ont
rencontré B.coagulans, B.thuriengiensis, B.pumilus, B.circulans, B.firmus, B.lentuset
B.licheniformissur la rhizosphére du mais. (Santos et al., 2006) affirment que les Bacillus sp.,
sont les rhizobactéries les plus abondants dans le sol ce qui explique leur potentiel compétitif,

dans I'environnement en présence avec plusieurs autres microorganismes.

Dans cette étude, la plupart des isolats testés ont été positives pour l'activité catalase.
(Igbal et al., 2016) ont rapporté que les cinq isolats de Bacillus étaient tous positifs a la
catalase car ceux-ci forment des bulles de gaz lors de l'ajout de H>O, aux cellules des
bactéries. Dans une autre étude, (Ahmad et al., 2018) ont observé que les sept isolats étaient

positifs pour la production d'enzyme catalase.

Concernant 1’antagonisme, Les Bacillus sp. ont été considérée comme des agents
potentiels de lutte biologique grace a leur forte production des spores, qui sont souvent
résistantes a la dessiccation, a la chaleur, aux UV, aux solvants organiques et a 1’irradiation

(Ling et al., 2007)..

Certains isolats bactériens de Bacillus ont montré un effet trés faible d’activité
antagoniste contre les phytopathogenes, telle que (LAS5,LB7, LD1 ,LC1,LA4b ) avec un taux
d’inhibition moins de5%, alors que d'autres n’ont montré qu’une activité nulle dans certains
cas. Parmi les 33 isolats, I’isolat LD2 a une activité antagoniste avec un taux d’inhibition
environ (33.3%) et (25%) pour I’isolat LB1 contre le champignon 1. Des résultats similaires
ont ét¢ obtenus par d'autres chercheurs, Cette capacité des isolats de Bacillus a inhiber les
champignons phytopathogenes repose principalement sur leur production d'une grande variété

de métabolites secondaires aux propriétés antimicrobiennes (Keswani et al.,2020).

Les résultats de Toral ef al, (2018) ont montré que le taux d'inhibition d’4scochyta sp
par Bacillus aprés 7 jours d'incubation est de 33,74% qui est similaires avec nos résultats. Par
contre d’autre chercheurs ont trouvées un potentiel antagoniste élevé, Jemniet al, ( 2009) ont
montré que deux isolats de Bacillus SB1 et SB2 présentent un effet inhibiteur de 50% sur la
croissance de Botrytis cinerea. Sur la méme idée Tour et al, (2004) ont trouvé que le taux
d’inhibition de la croissance de Botrytis cinerea par ’isolats Bacillus amyloliquefaciens était

70%. Mari et al, (1996) ont signalé que les bactéries a Gram positif appartenant au genre
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Bacillus étaient plus efficaces contre Botrytis cinerea. Alippi et Monaco, (1994) ont démontré
que plusieurs isolats de Bacillus pouvant produire des molécules antifongiques telles que

subtiline, bacitracine, bacilline et bacillomycine qui appartiennent a la famille des iturines.

A propos des test PGP la synthése des hormones de croissance des plantes, dont I’ATA
est le plus efficace, est une faculté trés commune chez les bactéries. Environ 80% des
bactéries rhizosphériques sont capables d’en produire. Le L-tryptophane est considéré comme
le précurseur parce que son addition est nécessaire a la production d’AIA. Les exsudats
racinaires sont une source naturelle de L-tryptophane pour la microflore de la rhizosphére
(Dastageret al., 2010). L’ AIA étaient synthétisé dans la présent étude par les seize 16 isolats
de Bacillus : LC3a- LFla-LC1-LA2a-LF3-LD2-LB10-LA2b-D4-D5-L.A3b-LB11-D3-
LF2.Selon (Joseph et al., 2007),tout en travaillant avec les pois chiches, les isolats de
Bacillus ont produit ’IAA et ont ainsi amélioré la production et le rendement. Alors que, le
reste des isolats libérent des taux tres faibles ou négligeable, Les espeéces de Bacillus sont
faiblement productrices de I’AIA. Nos résultats en accord avec Loper et Schroth, (1986),les
bactéries a Gram positif sont faiblement productrices de I’AIA. La production de ce composé
est variable entre les isolats de différentes especes. Cette variation est aussi influencée par les

conditions de culture, la phase de croissance et la disponibilit¢é du substrat (Mirazaet al.,

2001).

Les bactéries rhizosphériques solubilisant le phosphate sont considérées comme des
agentsbiofertilisants en agriculture (Sharma et al., 2007). Les Bacillus posseédent plusieurs
mécanismes ayant des effets bénéfiques sur les plantes. L’une des principales activités

améliorant la croissance des végétaux est I’alimentation phosphatée.

Les résultats de la présente étude montre que indice de solubilisation de Ca3(PO4).
parles deux isolats de Bacillus sont 2.25 et 2.14 respectivement. M. Gupta et al., (2012) ont

marquée des efficacités de solubilisation qui varient entre (150 et 340).

Dans notre étude, 31 isolats étaientincapables de solubiliser le phosphate, Des résultats
similaire ont été obtenus par d'autres chercheurs. Les micro-organismes libérent le Phosphate
soluble par la production d'acides organiques et/ou par la sécrétionde H +. Par conséquent, le
P peut étre libéré par la substitution des protons ou sa complexationavec le Ca2+ (Illmer et
Schinner., 1995). Ainsi lors de la solubilisation, les bactéries acidifientl’espace périplasmique
par oxydation directe du glucose. Ce processus conduit a la libérationde différents acides

organiques (lactique, gluconique, isobutyrique, acétique, glycolique,oxalique, malonique et
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succinique). Cependant, ces composés sont libérés difficilement dansle milieu solide
contrairement au milieu liquide (Nautiyal.,, 1999). La conséquence de cephénoméne se
manifeste par la non-apparition du halo de transparence autour des colonies desisolats

solubilisant efficacement les phosphates sur bouillon PVK..

Pendant de nombreuses années, les bactéries dégradant la cellulose ont été ciblées et
caractérisées pour l'obtention de cellulases plus efficaces (Otajevwo et Aluyi., 2011). Les
résultats obtenus montrent que [’activité cellulosique est observée chez 12 isolats. Les
résultats sont en accord avec les recherches précédemment effectuées par Maki et al., (2011),
dans lequel plusieurs isolats de Bacillus et de Microbacterium produisent les cellulases.
(Otajevwo et Aluyi 2011) ont isolé plusieurs isolats de Bacillus circulanset Bacillus subtilis
productrices de cellulases. Selon Lu et al., (2005), les espéces de Bacillus jouent un role
important dans la biodégradation et la bioconversion des composés de haut
poids moléculaires, Bacillus subtilis et Bacillus licheniformissont fréquemment signalées

parmi les especes cellulolytiques.

Les amylases peuvent avoir plusieurs sources, microbiennes et méme animales et
végétales. Mais la plus demandé en industrie est les amylases microbiennes
(Sharma et al., 2010). Nos résultats, ont montré que la majorité¢ des isolats de Bacillus
sélectionnées ont été¢ positif pour l'activité de 1’amylase. Des résultats similaires ont été
obtenus par d'autres chercheurs. Shonkor ef al, (2011) ont montré que les especes du genre
Bacillus sont capables de produire des métabolites ayant un effet bénéfique sur la santé des
plantes, les métabolites a activité antibiotiques (contre les phytopathogenes) et les enzymes

extracellulaires (amylases ...etc.).

Aucun isolat n’est capable d’hydrolyser la pectine, cela se traduit par I’absence d’un
halo clair autour des colonies. De ce fait toutes les isolats bactériens étudiées sont dépourvus
de la pectinase extra-cellulaire. Au contraire d’autre étude a monté que la production de
pectinase par ces isolats est plus élevée que celle de la plupart des autres microbes,
commeBacillus polymyxa (Nagel et Vaughn., 1961), Bacillus sp. RK9 (Kelly et Fogarty.,
1978).
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Conclusion et perspectives

Dans l'agriculture, il est nécessaire de rechercher des moyens respectueux de
l'environnement pour augmenter la production de rendement sans endommager le sol et I'eau.
Des dommages peuvent résulter de l'application de différents engrais chimiques. L'utilisation
de biopesticides biologiques comme alternative aux pesticides chimiques devrait étre ¢tudiée
plus avant dans l'agriculture. Bacillus, avec toutes les preuves a l'appui de ses caractéristiques
bénéfiques, peut étre considéré comme un bio- pesticides biologiques. Jusqu'a présent, il a été
rarement appliqué comme inoculant pour augmenter le rendement des produits agricoles,

malgré 1'excellent potentiel montré dans un grand nombre de publications scientifiques.

Dans cette ¢tude, un totale de 33 isolats de Bacillus ont ét¢ isolé a partir de la
rhizosphére de 8 échantillons de plantes, elles ont ét¢ soumises a une identification
préliminaire par des examens macroscopique et microscopique et tests biochimiques, cette
identification a permis de démontrer quenos isolats bactériens comprennent des souches
appartenant au genre Bacillus sp mais les caractérisations phénotypiques utilisées n’ont pas

permis de réaliser une identification taxonomique compléte et précise.

Tous les isolats ont été ensuite évalués pour estimer leur différents activités PGP pour
I’un des caracteres testés, Deux isolats ont été capable de solubiliser le phosphate avec des
indices de solubilisation allant de 2.24 a 2.14.Seize isolats sont productifs d’acide indole
acétique. A propos de I’activité antifongique, les isolats LD2 et LB1 ont développé un
meilleur effet d’inhibition vis-a-vis le phytopathogéne 1 para port au d’autre isolats contre les
autre phytopathogenes, qui ont permis d’obtenir un taux d’inhibition varient entre 33% et
25% sur le champignon 1, La plupart des isolats ont la capacité¢ de production des enzymes
intéressants dégradant la paroi cellulaire (cellulase et amylase), et pour I’enzyme pectinase les

33 isolats ont été incapable de produire cette enzyme.

Une étude prolongée dans le futur, nécessite une identification génotypique précise des
isolats par le séquencage du gene ARNr 16S, suivi par 1’observation directe des effets PGPR
sélectionnées, sur la croissance des plantes et une amélioration des souches, pour un
rendement meilleur puisque les PGPR sont considérés comme des clés pour la résolution des
contraintes de l’agriculture moderne, la rendant écologiquement saine. De plus, Il serait
intéressant d’étudier d’autres activitt PGP comme I’ACC désaminases, production
d’ammoniac, production des sidérophores..., En effet, des études plus approfondies sur les

interactions bactérie antagoniste et moisissures phytopathogenes.
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Annexe

Annexe 1 : Composition des milieux de cultures

» Milieu Luria-Bertani (LB)

Peptone 10g
Extrait de levure 5g
NaCl 10g
Agar 20g

Eau distillée 1L

PH =7,0 ; Stérilisation a 120°C pendant 25 min.

» Milieu Gélose nutritive(GN)

Peptone 10g
Extrait de viande 3g
Glucose 5¢g
NaCl 5¢g
Agar 20g
Eau distillée 1L

PH =7,0 + 0,2 ; Stérilisation a 121°C pendant 15 min.

» Milieu Potato Dextrose Agar (PDA)

Pomme de terre 200g
Glucose 20g
Agar 20g
Eau distillée 1L

PH =5,6 + 0,2 ; Stérilisation a 121°C pendant 30 min.
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» Milieu Pikovskaya (PVK)

Glucosel0g

Extrait de levure 0,5¢g
KCl 0,2g
NaCl 0,2¢g

(NHa)2 .SO4 0,5g
MgS04.7H,0 0,1g
MnSO4H>0 0,002¢g

FeSO4 0,002¢g
Ca3(PO4),5¢g

Agar 20g
Eau distillée 1L

PH =7,0 ; Stérilisation a 121°C pendant 15 min.

> Bouillon LB additionnée de 0,2g /1 de Tryptophane

Peptone 10g
Extrait de levure 5¢g
NaCl 10g
Tryptophane 0,2g
Eau distillée 1L

PH =7,0 ; Stérilisation a 120°C pendant 25 min.

» Milieu Carboxyméthylcellulose (CMC)

Cellulose S5¢g
Extrait de levure 2g
KH>PO4 lg
MgSOg4 5g
Agar 20g

Eau distillée 1000L
PH =5,0 ; Stérilisation a 120°C pendant 20min.
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» Milieu gélose nutritive contenant 1% d’amidon soluble

Amidon Soluble 10g

Extrait de viande lg
Extrait de levure 2,5¢
Peptone S5¢g
NaCl 5S¢
Agar 20g

Eau distillée1000L

PH =7,2 ; Stérilisation a 121°C pendant 30min.
» Milieu Pectine Agar
Pectine 5S¢
Extrait de levure 5g
Agar 20g
Eau distillée1000L
PH =5,0 ; Stérilisation a 110°C pendant 30min.
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Annexe?2 : Les réactifs

> Réactif de de Salkowski
FeCl13 (0,5 M)1ml
Acide perchlorique (35%) 50 ml
50 ml d’acide perchlorique a 35% + 1ml de fecl3 a 0.5M.



Annexe

Annexe3 : Techniques de colorations

» Coloration de Gram

A partir d’une colonie de 24h, un frottis est fixé a la chaleur puis recouvert par
le violet de Gentiane pendant une minute, ensuite il est éliminé par 1’ajout du Lugol
pendant une minute. Le frottis est ensuite décoloré avec de I’éthanol jusqu’a ce que le

colorant cesse de s’échapper librement du frottis.

A ce stade, les cellules Gram négatives seront incolores et les cellules Gram
positives violettes. Ensuite, le frottis est soumit a une contre coloration de 30 secondes
a la fuchsine, pour colorer les cellules Gram- présentes. Aprés un bref ringage, le
frottis est séché puis examingé, consécutivement, a 1’objectif 40X et a immersion 100 X

(Singleton, 2005).

» Coloration des endospores

D’abord, le frottis fixé a la chaleur est recouvert par le vert de Malachite, colorant
primaire, puis chauffé jusqu’a évaporation pendant environ 5 minutes, la chaleur
favorise la pénétration du colorant a travers la paroi de I’endospore. La préparation est
ensuite lavée a I’eau pendant environ 30 secondes. Pour colorer les constituants
bactériens qui ne sont pas des endospores, le frotti est traité par la safranine qui est un
contre colorant. Si le frottis est correctement préparé, les endospores apparaitront en
vert a I’intérieur des cellules bactériennes colorées en rouge ou rose (Tortora et al.,

2003).
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Annexe 4 : Courbes d’étalonnages (Hamoum, 2017)

» Courbe d’étalonnage pour la détermination de la concentration d’ATA

3,0
2,5 v =0,0241x+0,0112 3
R*=10,9975
E 5
= 2.0 —
=
g -~
B 15 5
= 7
2 10 s
g L]
a 5
0,5 7
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