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L’ agriculture est née avec lamise en terre de semences ou de graines par I’homme. Au
début, il sagissait pour lui d'assurer sa survie en produisant le juste nécessaire. (Nyembo et
al., 2012).

Aujourd’ hui avec une croissance démographique forte, I'augmentation du niveau de
vie des pays les plus développés et la mondialisation des marchés, I'agriculture est devenue
intensive a l'extréme en Sappuyant sur la mécanisation et les moyens modernes de
I'agronomie (fertilisation, biologie, génétique, etc...). Ce qui a donc permis d augmenter la
production agricole, mais I’ agriculture industrielle intensive est de plus en plus critiquée en
raison des dégradations de |’ environnement dont €elle est responsable dans une grande partie
ces dégradations environnementales ont soulevé de nombreuses questions et entrainé le
dével oppement, voire I'apparition de nouvelles préoccupations pour la science agronomique
(dépollution, traitement des déchets, aménagement rura, lutte biologique) (Nyembo et al.,
2012).

Pour plusieurs décennies, les bactéries ont été introduites dans le sol, les graines, les
racines, ou autre matériel végétal pour améliorer la croissance et la santé de ces derniers. Les
objectifs maeurs de I'inoculation bactérienne inclus ; I'augmentation de la fixation
symbiotique de I’ azote, dégradation des composeés xénobiotiques, promotion de la croissance
des plantes et la lutte biologique contre leurs microorganismes pathogenes (Barriuso et
al.,2008).

Parmi les microorganismes établissant une symbiose associative avec la plante, se
trouve un ensemble de bactéries qualifiées de PGPR (Rhizobactéries promotrices de la
croissance des plantes) pour leurs effets stimulateurs de la croissance des plantes qu’ elles
colonisent. Ces rhizobactéries sont présentes dans une zone d’interface entre la plante et le
sol, appelée rhizosphére (Qureshi, 2012). Ces bactéries intéressantes et libre ou liées,
colonisent les racines, stimulent la croissance des plantes et augmentent le rendement. Ces
PGPR sont aussi connus pour leur capacité a induire une résistance contre divers

microorganismes phytopathogénes. (De Salamone et al., 2005)

Y
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Beaucoup de travaux ont été publiés ces dernieres années sur I’ application des
bactéries rhizosphérique pour améliorer le rendement des récoltes, et la santé des plantes soit
Sous serre ou en plein champs.

Cest dans cette optique gque notre travail est dirigé il sagit d'un isolement de
bactéries du sol a partir de différentes régions de la wilaya de Begjaia et d’un seul site de la
wilaya de Sétif, plus un isolement de bactéries immobilisées sur des algues marines, a partir
de la c6te Ouest de la wilaya de Bejaia (Boulimat). Ces bactéries sont sélectionnées sur la
base de la production d'enzymes d'intérét agricole, et identification phénotypique et

biochimique desisolats .
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1.Lesol:

Point de rencontre du monde végétal, animal et minéral, le sol est labase d'un cycle de
vie sur notre planéte. C'est un systéme dynamique qui nait (sol jeune), évolue (sol mdr) et
meurt (sol dégradé), c'est un milieu vivant ou se développe une activité biologique trés intense
(Heritage et al., 1997).

1.1- Larhizosphere:

Le terme rhizosphére (du grec Rhiza : laracine, et de sphere : domaine d’influence) a
été utilisé pour la premiere fois par Lorenz Ailtner (1904) (Morgan et al., 2005) pour définir
la zone du sol sous I'influence des racines des légumineuses. La rhizosphere est définie
aujourd hui comme étant le lieu d’interaction entre le sol ; la plante et les microorganismes.
Ces interactions dépendent des conditions physiques du milieu et des organismes mis en jeu
(Norini, 2007). Les composantes physico-chimiques et biologiques de |a rhizosphere différent
nettement de celles d'un sol non cultivé (Morgan et al., 2005 ; Cregut,2009). La rhizosphére
est en fait un habitat dont les limites sont mal définies, car elle représente un gradient
microbiologique et physico-chimique alant de la racine elle-méme jusgu’ & une distance plus
ou moins grande de 1 & 5 mm au dela de laquelle I'effet rhizosphérique disparait La
rhizosphére est aussi définie comme étant la zone du sol influencé par des racines, et les
racines elles mémes (Antoun et Prévost, 2005 ; Vega, 2007 ; Nihorimbere et al., 2010;
Qureshi, 2012). La rhizosphére est divisée comme suivant: |’endo-rhizosphere (le
rhizoplane) et |’ ecto-rhizosphére (L ynch, 1987).

1.2-Leshactériesd’intérét agricole:
121 LesPGPR:

Les bactéries qui exercent un effet bénéfique sur la croissance et le développement
des plantes par différents moyens se nomment Bactéries ou rhizobacteries promotrices de la
croissance des plantes ou PGPR: plant growth promoting rhizobacteria (Kloepper et
Schroth., 1978 ; Lemanceau, 1992 ; Adesemoye et Kloepper, 2009). Les rhizobactéries
incluent diverses espéces de Pseudomonas, Azospirillum, Azotobactérie, Bacillus,
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Burkholderia, Serratia, Xanthomonas et Klebsiella (Babalola,2010 ;Hassen et L abuschagne
, 2010).

Les PGPR peuvent vivre librement dans le sol et certaines envahissent les tissus des
plantes vivantes et causent des infections inapparentes et asymptomatiques, ces rhizobactéries

sont dites endophytes (L emanceau, 1992).

1.2.2- Mécanismes impliqués dans la stimulation de la croissance des

plantes par lesPGPR :

Les PGPR sont des bactéries de la rhizosphere qui possédent |a capacité de stimuler et
augmenter la croissance des plantes par différents mécanismes (Glick et
al .,1999 ; Adesemoyeet al., 2009). Ces mécanismes influencent la croissance des plantes par
un mode direct ou indirects (Kloepper, 1993; Diaz-Zorita et Fernandez-Canigia , 2008 ;
Adesemoye, 2009 ;Martinez-Viveros et al.,2010 ; Govindasamy et al., 2011 ; Jha et al.,
2011). Les modes directs incluent la fixation d’ azote atmosphérique, I’ apport de nutriments
non disponibles, (phosphore et autres nutriments minéraux), la production de régulateurs de
croissance végétale (auxines, cytokinines et gibbérellines) et la répression de la synthese
d’ ethylene (Hassen et L abuschagne, 2010).

Quant aux mécanismes indirects, il sagit de I’élimination des agents phytopathogénes a
travers la compétition pour I’ espace et les nutriments, la synthése d’ enzymes hydrolytiques,
I"inhibition des enzymes ou des toxines produites par les pathogenes, et I'induction des

meécanismes de résistance de la plante (Antoun et Prévost, 2005).

a. Lesmécanismesdirects:
a.l. Fixation d' azote :

La fixation associative de |’azote et la promotion de la croissance végétae par les
rhizobactéries sont importantes pour un systeme agricole durable. Les cultures dépendent
principalement du processus de fixation d' azote par |les bactéries associatives, symbiotiques et
libres, vivant dans la rhizosphére (Cocking, 2000 ; Mia et al., 2005 ; Martinez-Viveros et
al., 2010).

La plus grande partie de I’ azote de |a biosphére (79%) existe sous forme gazeuse, cette

forme est inaccessible pour les plantes (Weyenset al., 2010 ; Bhattacharjee et Jha., 2011).
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Les PGPR plus connus pour leur role de stimulation des plantes grace a leur capacité de fixer
I’azote atmosphérique sont : Azoarcus sp., Burkholderia sp., Gluconacetobacter
diazotrophicus, Herbaspirillum; Azotobacter Paenibacillus et Azospirillum brasilense
(Weyenset al., 2010).

a.2. Solubilisation de phosphore :

Le phosphore (P) est un éément largement distribué dans la nature. 1l est considéré, avec
I’ azote (N) et le potassium (K), comme un constituant fondamental de la vie des plantes et des
animaux. Le phosphore a un réle important dans le métabolisme de la plante, et il est I’un des
éléments nutritifs essentiels pour la croissance et |e développement des végétaux. Cependant,
le phosphore existe sous forme inaccessible pour la plante, il reste donc immobilisé dans le
sol (Qureshi et al., 2012).Le phosphore est absorbé principalement pendant la croissance
végétale e, par la suite, la maeure partie du phosphore absorbée est transférée dans les fruits
et les graines pendant les étapes de reproduction. Toutefois, les plantes déficientes en
phosphore montrent un retard de croissance (réduction de la croissance des cellules et des
feuilles, perturbation de la respiration et de la photosynthese) (FAO, 2004). Les especes du
genre Bacillus, Pseudomonas, Rhizobium, Aspergillus et Penicillium ont la capacité de
solubiliser e phosphate dans le sol (Qureshi et al., 2012).

a. 3. Formation de sidérophores :

Le fer est le quatrieme éément fréquent sur terre. C'est I'un des ééments les plus
essentiels pour toutes les cellules vivantes, il se trouve de maniere abondante dans
I’environnement en particulier dansle sol (Wittenwiler, 2007).

Les sidérophores (sidéros = fer ; phoros = transport) (Rossum et al., 1994) sont des composés
organiques de faible poids moléculaire avec une affinité tres élevée et spécifique pour chélater
le fer. Les Sidérophores augmentent aussi 1a disponibilité du fer par la complexassions forte
de Fe*" Ces complexes restent en solution et augmentent de ce fait la diffusion du fer sur la
surface de cellules. Presque 500 structures de sidérophore sont connues jusqu'ici, qui sont

produites par des bactéries, des mycetes et des plantes (Boukhalfa et Crumbliss, 2002).
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a.4.Les Phytohormones

Les phytohormones sont des substances sécrétées par les PGPR, elles jouent un role
régulateur fondamental lors de la croissance et du développement dune plante. Ces
substances sont é aborées en quantités variables par la plante au cours de son dével oppement.
Elles sont produites dans certains organes spécifiques de la plante (souvent les régions
meéristématiques), ensuite transportées de cellule en cellule via le systéme vasculaire vers leur
lieu d'action (Baca et Elmerich, 2003). Les phytohormones comprennent 5 groupes de
substances majeures : les auxines (AIA, acide indole acétique), les cytokinines, les
gibbérellines (GA), l'acide abscissique (ABA) et I'éhyléene (C2H4) (Vessey, 2003).
L'éthylene est une phytohormone gazeuse importante. Il est impligué dans la croissance et le
développement des plantes telles que la germination de graine, la longueur de racine, et
I'abscission de la feuille et du pétale. Les plantes peuvent synthétiser |'éthyléne comme
métabolite secondaire une fois exposeées aux stress biotiques ou abiotiques comprenant la
concentration élevée en sel, la secheresse, la contamination du sol par les métaux lourds et les
attaques par les microorganismes pathogenes. Cependant, les concentrations en éhyléne au-
dessus du seuil peuvent inhiber la croissance des plantes et réduire I'efficacité de la
restauration (Lim et al., 2012).

b. Mécanismesindirectes:

b.1. La Compétition :

5% de rhizobactéries favorisent la croissance des plantes et les protégent contre les
agents pathogénes tels les bactéries, les champignons (Beauchamp, 1998). Toutefois, La
compétition pour les nutriments et les différentes sources nécessaires pour la vie se produit
généralement entre les microorganismes du sol, par consegquence la croissance végétae
diminue. Ces PGPR fixateur du fer et du phosphore, inhiberont la croissance des pathogenes

d’ une part, et favoriseront celle des plantes, d' une autre part (Pal et al., 2006).

b.2 L’ antibiose:

La production et la libération des molécules qui tuent ou réduisent la croissance des
pathogenes cibles est le mécanisme le plus efficace par lequel les microorganismes peuvent
contrbler les maladies des plantes, (Harman et Shoresh, 2007). Les antibiotiques consistent
en : le butyrilactone, 2,4 diacétyl phluroglucinol (DAPG), Kanosamine, oligomycine A,

o
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phénazine — 1 acide carboxylique, pyolutéorine, pyrrolnitrine, viscosinamide, xanthobaccine

et zwittermycine sont généralement produits par diverses bactéries antagonistes.

b.3 Production d’ enzymes.

Plusieurs micro-organismes produisent et liberent des enzymes pour hydrolyser une large
variété de polymeres, y compris la chitine, les protéines, la cellulose et I'hnémicellulose.
L'expression et la sécrétion de ces enzymes par différents microorganismes peuvent parfois
inhiber le développement et la croissance des microorganismes phytopathogenes (Ordentlich
et al., 1988) C’est le cas des glucanases impliquées dans la rupture des liaisons B (1,3)

glucane des parois cellulaires fongiques (Pal, 2006).

b.4 Induction des mécanismes de défense de la plante :

Un stimulateur de défense des plantes est une molécule ou un microorganisme non-
pathogeéne capable d’'induire chez une plante des modifications physiologiques, protégeant
ainsi ces dernieres contre des attaques subséquentes des virus, bactéries et champignons
(Jourdan al., 2008).
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Figure 1: Représentation schématique décrivant les interactions plantes-micro organismes

dans larhizosphere (L emanceau et al., 2006).

2. Lesalgueset lesbactériesd’intérét agricole:

Les bactéries marines sont au carrefour de toutes les préoccupations actuelles des
spécialistes de la mer : biodiversité, recyclage des déchets et polluants, remédiation des sites
pollués, matériaux durables et méme énergies renouvelables (Slaum,2009) .

La compréhension du monde de vie en biofilm de la plupart des peuplements bactériens
associés aux surfaces marines inertes et aux organismes marins a joué un role clé dans les
dével oppements des études récentes en microbiologie marine. Les éudes sur ces biofilms
sont encore limitées, mais elles se sont largement inspirées des concepts et des méthodes
établis pour les micro-organismes infectieux ou dautres bactéries d'origine terrestre
(Slaum,2009) .




Chapitre | Les bactéries d intérét agricole

2.1- Lesalgues danslerégne végétal :

Les algues appartiennent au regne végétal mais elles ne constituent pas un ensemble
homogene. Elles peuvent étre libres ou fixées sur un support, leurs talles varient de
micrométre a plusieurs dizaines de métres pour certaines algue (Egan et al., 2008). Les algues
macroscopiques ne possedent ni feuilles, ni tiges, ni racines. Pour ces organismes, on parle de
thalle qui peut présenter destailles trés variables. (Pérez—Matos et al., 2007). (Figure)

Toutefois, on retrouve également dans la nature des algues brunes, rouges et vertes
(Dhana et al., 2006), dont certaines sont utilisées dans I’ agriculture moderne pour dével opper
le rendement des cultures (Webster et Bourne, 2007). Les algues sont également des
producteurs primaires, elles sont capables de convertir I’énergie lumineuse et les ééments
nutritifs en composeés organiques (M ercado et al., 2012).

Les algues ont aussi la capacité de libérer I’ oxygene contenu dans la molécule d’eau
gréce au processus de la photosynthése. Elles contribuent au processus de la respiration des
organismes aguatiques (Gomez et al., 2010).

Figure 2 : Comparaison de la morphologie d’ une algue et d’ une plante a fleur

2,
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2.2- Interaction bactéries-Algues:

Parmi les nombreux constituants des algues, il convient de citer les protéines, les
acides aminés, les stérals, les polyoals, I'iode, les sels minéraux, mais également une grande
variété d oligo et polysaccharides, ces derniers représentant d ailleurs 60 & 70 % de la masse
seche du thale. Trois principaux types de polysaccharides chez les algues peuvent étre
distingués : les polysaccharides de réserve intracellulaire, les composants fibrillaires, qui
constituent en quelque sorte le squelette de la paroi des cellules (Guezennec et Debitus,
2005).

Ces polymeéres contribuent également au développement de nouvelles applications
biotechnol ogiques et thérapeutiques. |l aainsi éé démontré que de telles mol écul es possedent,
al éat natif ou apres modifications, des propriétés pharmacol ogiques potentielles, telles que
des activités anti tumorales, antivirales, antimicrobiennes, anticoagulantes.

Enfin, I utilisation des algues dans |e secteur agricole est également développée ou elles
sont utilisées somme engrais, fertilisants foliaires ou aliments pour le bétail. La valorisation
de cette ressource marine est donc en plein essor et semble promise a un long avenir eu égard

a ces diverses applications (Guezennec et Debitus, 2005).

Dans la mgjorité des cas, les populations bactériennes rencontrées sur les surfaces, et
notamment celles des macro algues, sont spécifiques et évolutives au cours de |I’année ou
méme au cours des différents stades du cycle de vie de I’h6te (Bony, 1965 ;Ferderle et
Bassler,2003). En terme d'écologie chimique, il semble probable qu'il possede un
réle « protecteur » de quelques souches bactériennes épiphytes présentes sur la surface, qui
émettent dans I’eau de mer environnante des composés chimiques faisant obstacle aux bio
salisseurs extensives des surfaces (Hallsworth et al., 2001), les algues marines sont aussi a
I’ origine de différentes sources d' énergie et de carbone, elles sont riches aussi en substances
osmoprotectrices (Glycine-bétaine et Diméthyl-sulfonio-propionate —oxalate ou acétate) qui
sont utilisées par plusieurs bactéries afin de challenger le stress salin (Ghoul et al., 1995).
Plusieurs études sont menées sur I'utilisation de I'algue marine Ulva lactuca comme
osmoprotecteur de la souches Azospirillum brasilense NH dans des concentrations de salinité
élevées (Nabti et al., 2007 ).

w0
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2.3-Intérét desbactéries associées aux algues:

Parmi les études existantes sur les interactions entre les micro-organismes et les
eucaryotes sessiles marins, celles concernant la diversité microbienne associée aux coraux et
aux éponges sont les plus importantes (Handerson et al., 2007 ; Iglesias-Rodriguez et al.,
2008a). De ce fait, I’étendue de la diversité des hétes sessiles pouvant héberger une
communauté microbienne distincte peut avoir un impact remarquable sur notre vue actuelle
deladiversité microbienne marine (Iglesias-Rodriguez et al., 2008b).

Contrairement aux microorganismes terrestres, les métabolites secondaires produits par les
micro-organismes marins ont des structures différentes et leur activité biologique est
beaucoup plusforte (Karner et al., 2001 ; Riebsell et al., 2007).

Autrement dit, I’ é&ude des mécanismes impliqués dans les produits naturelles résultants
de la biosynthése des bactéries marines a montré que la synthese de nombreux composés
bioactifs est stimulée par des associations bactérie-algue (Lipp et al., 2008). Ces composés
sont considérés comme une ressource durable (M artin et al., 2002 ; Pace, 2009) et englobent
de nombreuses substances antifongiques et antibactériennes (Ramos et al.,2007).

Par ailleurs, les bactéries marines actives sont attribuées aux genres: Alteromonas,
Pseudomonas, Bacillus et Flavobacterieum (Riebsell et al., 2005).
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1. Activités enzymatiques:

De tres nombreuses activités enzymatiques peuvent étre décelées dans le sol :
hydrolases, oxydo-réductase, transférases, lyases (Dick et Tabatabai,1992 cité par
Chaussod,1996), ils s’agit donc des amylases, arylsulphatases, B-glucosidases, cellulases,
chitinases, déshydrogénases, phosphatases, protéases et des uréases libérées dans cette matrice
(Caldwell,2005). Ces enzymes jouent un rble clé dans le processus global de la
décomposition de la matiére organique dans les écosystémes (Petit et Jobin , 2005) ,en
raison de leurs liens évidents avec les grands cycles biogéochimiques, elles sont synthétisées,
accumulées, inactivées et/ou constamment décomposées dans le sol, selon I’ environnement
physico-chimique (Caldwell,2005).

1.1- Activité amylasique::

L'amylase est une enzyme hydrolysant I'amidon (Ross, 1976). Elle est constituée
d’une a-amylase et d’une B-amylase (Thomaet al., 1971).

Il est bien établi que les a-amylases sont synthétisées par les plantes, les animaux et
les micro-organismes, tandis que, les f-amylases sont principalement synthétisées par les
plantes (Pazur, 1965 ; Thoma et al., 1971). Plusieurs autres enzymes sont induites en
présence de lI'amidon, mais ce sont les a-amylases qui dégradent I'amidon en glucose et/ou

oligosaccharides, alors que les - amylases obtiennent du maltose (Thoma et al.,1971).

1.2- Activitécellulasique:

La cellulose est e composé organique le plus abondant dans la biosphére, comportant
presque 50% de la biomasse synthétisée par la fixation photosynthétique du CO, (Eriksson et
al., 1990).

Le systéme enzymatique des cellulases comporte trois types importants d'enzymes.
Elles incluent : endo-1, 4 - B- glucanase qui attaque la cellulose en chaine au hasard, exo-1, 4
- B-glucanase qui ¢limine le glucose ou cellobiose de I'extrémité non-réductrice de la cellulose
en chaines, et B-D-glucosidase qui hydrolyse la cellobiose et d'autres cellodextrines

hydrosolubles au glucose (Otajevwo et Aluyi., 2011).
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1.3- Activité chitinasique:

Les chitinases ou enzymes chitinolytiques sont principalement responsables de la
dégradation de la chitine (poly B-1-4- (2-n acétamide-2-désoxy) - D-glucoside). Elles sont
également considérées comme éléments principaux dans I’ éaboration des parois cellulaires
des champignons (Chet et chernin, 2002), inversement, les enzymes provenant des bactéries
sont aussi impliquées dans la dégradation des parois cellulaires des mycétes pathogenes (Chet
et al., 1990 cité par Tabli,2012).

1.4- Activité phosphatasique:

Les phosphatases sont un large groupe d'enzymes hydrolysant des esters et des
anhydrides de |'acide phosphorique (Schmidt et L awoski, 1961).
Dans les écosystémes du sol, ces enzymes sont impliquées dans des roles critiques dans les
cyclesde P (Speir et Ross, 1978) et jouent un role principa dans |’ activité biologique du sol
(Dick et Tabatabai, 1992 ; Eivazi et Tabatabai, 1997 ; Dick et al., 2000).

Plusieurs études ont montrés une présence excessive de phosphatases chez les
bactéries vivantes en interaction avec les légumineuses et certaines céréales (Yadav et
Tarafdar, 2001).

La forme insoluble du phosphore est convertie en ions monobasiques; (H.PO,") et (H PO4'2).
Ce processus est dit solubilisation minérale du phosphore. Ce qui induit une augmentation de
la disponibilité du phosphore et sa prise par les plantes et cette activité serait di ala synthése
des phytases qui sont trés répondus chez |es souches Bacillus. (Alabouvette et al., 2006 ;
Basharat et al., 2008).

1.5- Activité protéasique:

Les protéases jouent un réle significatif dans la minéralisation de |’ azote dans le sol
(Ladd et Jackson, 1982). C'est un processus important dans la disponibilité de I’ azote
(Stevenson, 1986) et donc dans la croissance des plantes. Cette enzyme dans le sol est
généralement liée aux colloides inorganiques et organiques (Nannipieri et al., 1996 ;Petit et
Jobin,2005).

La concentration élevée de cette enzyme extracellulaire est un indice de la capacité
biologique présente dans le sol pour dégrader les différents substrats azotés et libérer de
I’ azote minéral (Petit et Jobin, 2005).
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L’ activité protéasique est affectée par plusieurs facteurs biotiques et abiotiques (Allison et al.,
2011) donc Il est nécessaire d'étudier les propriétés de ces facteurs impliquant dans
I’ écosystéme de sol pour indiquer quelques réles inconnus dans la gestion de fertilité du sol
(Makoi et Ndakidemi, 2008).

L’ activité protéasique peut avoir un effet plus poussg, elle influence indirectement la synthese
des auxines en libérant les acides aminés comme le tryptophane qui est |le précurseur dela
synthése de I’ AlA et d autres substances appariées (Mansour et al., 1994).

1.6- Activitéuréasique:
L 'uréase est responsable de I'hydrolyse de |'urée pour produire le CO, et
I’ammoniac(NH,). Elle est utilisée comme indicateur de la qualité du sol, car sa concentration

est en fonction du taux de la matiére organique (M artinez-Salgado et al., 2010). Cette
derniére constitue un engrais potentiel et efficace dansle sol (Andrewset al., 1989 ; Byrnes
et Amberger, 1989).

En raison de ce réle, I'activité uréasique dans les sols a suscité beaucoup d'attention
depuis qu'elle a été rapportée la premiere fois par Rotini (1935), ce qui augmente la
disponihilité de I’ azote pour les plantes (Byrnes et Amberger, 1989 ; Van et Wang, 1991).
D'une part. L'activité uréasique est tres sensible aux concentrations toxiques des métaux
lourds (Yang et al., 2006), est varié selon la profondeur de sol ainsi que I’élévation de la
température (Hoffmann, 1959 ;Skujins, 1967 ; Myers et Garity, 1968 ; Ross et Roberts,
1968 ).

1.7- Activitélipasique:

Les lipases, ou les triacylglycérol acyl-hydrolases, sont des enzymes atypiques de par
leur mécanisme d’ action et leur spécificité de substrats (Sharma et al., 2001).
En fonction du micro-environnement de I’ enzyme, elles peuvent agir en tant qu’ hydrolases en
milieu aqueux ou comme catal yseurs en synthése organique. En tant qu’ hydrolases, elles sont
responsables du catabolisme des triglycérides et leurs substrats préférentiels, en acide gras et
en glycérol (Guzman et al., 2008).

Chez de nombreux étres vivants, cette réaction est capitale plus de son role

physiologique maeur dans le métabolisme des graisses et des lipides. De plus, certaines

B
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lipases sont capables d’ hydrolyser des phospholipides et des esters de cholestérol (Guzman et
al.,2008).

IIs forment une classe d enzymes hétérogénes selon leurs origines, gu’ elles soient animales,
végétales ou microbiennes, ce qui augmente encore leurs potentialités (Singh et al., 2010).
Elles sont largement répandus chez les bactéries (Gram+ en grande quantité) (Fickers et al.,
2007), les levures et les champignons filamenteux, ains la production de lipases est

influencée par le type et la disponibilité d une source du carbone et d’azote (Ghosh et
al.,2005).
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1-Prélevements:

Dans le but de rechercher des bactéries productrices d’ enzymes d’intérét agricole,

différents prélévements du sol et d’ algues sont effectués pendant le mois de Mars 2013.
1.1-Prélevement du sol :

10 échantillons du sol sont collectés dans plusieurs sites de la wilaya de Begaia
(Barbacha, Smaoun, Sidi Ali lebher) et un site de la wilaya de Sétif (Maabouda). Les
prélévements sont effectués dans la couche superficielle du sol (0-20 cm) (Alvarez et al.,
2002) d'une maniére aléatoire, a |’aide des flacons stériles, ils sont mis dans une glaciere

(4°C) et sont directement transportés au laboratoire.

>

Lieux de prélévements des échantillons de sol

&
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Stérilisation de la surface Prélévement des échantillons

Figure 3 .Lieux de prélevement des échantillons du sol

Tableau | : Origine des échantillons du sol et leurs aspects:

Echantillon Origine Typede sol Aspect
SMAOUN _
A Agricole
B BARBACHA Agricole
AKWIR _
1 Agricole
(Barbacha)
C
ASSEFSSAF _
2 Agricole
(Barbacha)
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ASSEFSSAF

(Barbacha)

AKWIR
(Barbacha)

AKWIR
(Barbacha)

AKWIR
(Barbacha)

Sétif
(Maabouda)

Sidi Ali lebher

(Bgaia)

Agricole

Rhizosphere
defevre

Rhizosphere
de petit pois

Rhizosphere
d’ une
légumineuse

(Iotier)

Agricole

proche dela
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1.2-Prédlevement d’algues:

Le préévement d'algues est effectué dans la cte Ouest de la wilaya de Beaia
(Boulimat). Cing échantillons sont collectés al’ aide d’ un couteau stérile, les échantillons sont
mis dans des boites en verre stériles contenant |’ eau de mer environnante, ils sont directement

transportés au laboratoire dans une glaciere (4°C).

Figure 4 : Site de pré évement des algues

&
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Tableau Il : Les échantillons d'algues et leurs caractéristiques (L’ identification des

échantillons d' algues effectuées al’ aide d’ un spécialiste (M" Moussi ) par |’ observation sous
laloupe).

Echantillon Algue Espéce Aspect
E: Verte Enteromorpha intistinalis
E> Verte Enteromorpha intistinalis
Es Verte Ulva lactuca
Es Brune Scytosiphon lomentaria
Es Verte Enteromorpha intistinalis

F
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1.3-Tests physicochimiques du sol :
1.3.1-Humidité:

C’est la perte au sechage d’ un produit frais (sol) a haute température jusgu’ a stabilité
du poids (M athieu et Pieltain, 2003).

2g de chaque échantillon du sol sont soumis ala dessiccation a 105°C jusqu’al’ obtention
d'un poids constant. Les résultats des taux d’ humidité sont déterminés selon I’ équation

suivante:

L’ humidité (%) = (P1-P2) x100/ (P1-P3)

P1: Poidsinitial de !’ échantillon et du creuset ;

P2 : Poids final del’échantillon et du creuset apres séchage ;

P3: Poids du creuset vide.

1.3.2-pH :

Lamesure du pH est réalisée suivant le protocole de M athieu et Pieltain. (2003).
a. pH- eau (acidité effective) :

- Peser 2g de terre tamisée (<2mm) séchés a 40°C;

- Ajouter 5ml d’ eau déminéralisée, et agiter;

- Laisser reposer 2h;

- Plonger I’ éectrode dans | e liquide surnageant et effectuer lamesure ;

- Laisser lalecture se stabiliser durant plusieurs secondes.

=
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b. L’aciditétitrableou deréserve:

Est mesurée par échange avec une solution saline de KCI. On échange ainsi une partie des

ions H+ absorbés par du potassium.

Donc le méme test est répété en remplacant le solvant qui est |’ eau déminéralisée par une
solution de KCI 1IN.

2-1solement des bactéries:

2.1-A partir du sol :

1 g de chague échantillon du sol est dissous dans 9 ml de bouillon PBS. Des dilutions

-2 -3
décimales (10 ,10 et 10 ) sont effectuées. Des boites de Pétri de gélose nutritive (Annexel)

sont ensemencées avec 1 ml de chaque dilution, puis incubées a 30°C/ (48 h-7J).

&
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9 ml de Solution de PBS

E A o
S ~ ]
10! 102 103
1g de chaque échantillons | i i Ensemencement
\ i f par écouvillonnage
\_GN GN GN
~
30°C/7
!
v

Purification sur GN

Figure5 : Etapes d'isolement a partir des échantillons du sol .

&
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2-2.A partir desalgues:

Les échantillons d’ algue sont lavés avec |’ eau distillée stérile pour éliminer lesimpuretés
et les bactéries faiblement attachées aux algues. L’ isolement de bactéries a partir des algues

récoltées est effectué sur milieu Zobell (Annexel) par 3 méthodes différentes :

a Lasurfaced algue est frottée avec un écouvillon stérile, qui est utilisé pour
ensemencer des boites de milieu Zobell.

b- Un morceau de chaque échantillon d’ algues est découpé stérilement puis déposé
directement alasurface de milieu solide.

c- La troisiéme méthode consiste atremper un écouvillon stérile dans |’ eau qui a servit
au lavage d’ échantillon d'algue, I’ essorer al’intérieur du tube puis le frotter sur toute

la surface de milieu Zobell.

Toutes les boites sont incubées a 22°C/7J.

Des repiquages successifs sont effectués jusqu’ al’ obtention de colonies pures.
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22°CI7d

1

)

7
X

' / \_/
L’ eau qui aservit a

Dépbt sur milieu solide laver I" échantillon
< d algue
Un morceau
d algue découpé
stérilement
Algue lavée a
I’ eau distillée

] ,,

<«—— Frottéeavec un
écouvillon stérile

Ensemencement de milieu Zobell - — Ensemencement de milieu Zobell

22°CI7d

l

Purification sur milieu ZoBell

Figure 6 : Les différentes méthodes d’isolement a partir des algues marines
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3-Recherche desenzymesd’'intérét agricole:
Plusieurs enzymes sont recherchées: protéases, cellulases, amylases, lipases
etestérases, qui ont une activité sur lafertilité de sol on gjoute a ces enzymes la chitinase qui

joue un réle dans le biocontrol. L’ éude et effectuée par |a méthode des cylindre d’ agar.

3.1- Détermination del’activité cdlulasique:

La présence de cellulase est réveél ée par | e repiquage des souches sur milieu de Carder.
(1986) qui contient en g/l: Na2HPO4 (6) ; KH2PO4 (3); NaCl (0,5); NH4CI (1);Extrait de
levure (3) ; CMC (carboxyméthylcellulose) (7) ; Agar (15). Les boites ensemencées sont
incubées pendant 8jours (Carrim et al., 2006).

Apres|’incubation, une solution de rouge Congo (1%) est gjoutée ala surface des
colonies. Aprés 20 minutes, la surface est inondée avec 1M de NaCl puis laissée au repos une
nuit. Par ailleurs, | apparition d’un halo clair autour des cylindres traduit 1a présence d’ une
cellulase.

3.2-Détermination del’activité estérasique:

L’ activité estérasique est testée sur le milieu de culture utilisé par Sierra (1957) Il
contient en g/l : peptone (10) ; NaCl (5.0) ; CaCl2 2H20 (0.1) ; Tween 80 (1%, v/v) et Agar
(18). Le pH est gusté a 7,4. (Carrim et al, 2006). Aprés ensemencement de milieu les boites
sont incubées pendant 48h. La présence d’ une activité estérasique est traduite par |’ apparition

d’un halo clair autour des colonies.
3.3-Détermination del’ activité lipolytique:
Larecherche de I’ activité lipolytique est réalisée de laméme maniére que |’ activité

estérasique. Toutefois, le tween 80 est remplace par le tween 20, et le résultat positif est

déterminé par la présence d’un halo clair autour des colonies (Carrim et al., 2006).

&
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3.4-Détermination del’ activité chitinasique : (Kopeény et al., 1996).

Le milieu de culture suivant est utilisé, il est composé de lamaniere suivante en g/l :
La chitine colloidale : 0.8 20.6, K2HPO4: 2.7, KH2POa4: 0.3, MgSO47H20 : 0.7, NaCl :
0.5, KCI : 0.5, Extrait de levure : 0.13, Agar : 15.I'incubation dure 7 jours minimum.

L’ activité chitinasique se manifeste par un halo transparent autour de ces disques.

3.5-Détermination del’ activité protéasique : (Bach et Munch, 2000).
L’ activité protéasique est réalisée sur un milieu de culture contenant en g/l : caséine
pancréatique (5) ; Extrait de levures (2,5) ; Glucose (1), Agar (15). Le milieu est gjusté apH 7
Parallelement, 100 ml d’une solution de lait écrémé a 10% autoclavée (120°C/10 min)
est préparée et gjoutée au milieu. Ce dernier est ensuite ensemenceé par la méthode des
disques. Les bactéries ayant une activité protéasique montrent un halo transparent autour des
disgues.

3.6- Détermination del’activité amylasique : (Vinoth Rgj et al., 2009)

Letest d activité amylasique est réalisé sur gélose a base d’amidon. Le milieu contient
en (g/l) :KNOz (0,5), K2HPO4 (1,0), MgS0a4 (0,2), CaCl2 (0,1), FeCls (0,001), amidon soluble
(10,0), agar (15,0). Le pH est gjusté a 7,2. Les boites sont incubées pendant 48h-72h

Une solution de lugol est préparée comme suit : 1g d’'iodine cristallin, 2g de K,
300ml d'eau distillée. Le tout est mélangé est laisse au repos puisfiltré.

Apres apparition des colonies, la solution de lugol préalablement préparée est
éparpillée sur toute la surface du milieu. Ensuite aprés quelques minutes du contact, |’ excés
éliminé et les boites sont lavés al’ eau distillée. La lecture s effectue de la maniére suivante :

La présence de |’amidon dans e milieu donnera une couleur bleue noire, ceci implique
une absence d activité amylasique. En revanche, si I’amidon est hydrolysé, une zone claire
apparaitrait autour des disques d’agar, ce qui traduit une présence d’ activité amylasique chez

|es souches.
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Pour toute les activités, les milieux sont ensemencés par dépot d’ un disque de 5 mm de
chague souche (&gée d’ une nuit) ala surface. L’ incubation se fait a 30°C pour les bactéries de

sol et 22°C pour les bactéries marines.

4-Etude desbactériesisolées:

44 colonies sont choisies selon |a présence des enzymes recherchés (32 a partir du sol et
12 a partir des algues).L’étude de ces souches sélectionnées a nécessité plusieurs étapes,

permettant leur identification et leur caractérisation physicochimique et métabolique.

4.1-Mobilité et mor phologie microbienne:
La mobilité des bactéries a été éudiée par observation microscopique a I’ éat frais sur
cultures en phase de croissance dans une goutte d’ eau distillée stérile entre lame et lamelle, et

confirmée par repiquage sur milieu spécifique : mannitol-mobilité.

4.2-Coloration de Gram:

Des frottis sont préparés a partir des souches jeunes et pures. Les frottis sont colorés par la
méthode de Gram, puis ils sont observés au microscope optique (Grossissement x 100) apres

I’gout de I” huile aimmersion.

4.3-Test dela catalase:
Le matériel bactérien préevé est mis dans goutte de peroxyde d’ hydrogéne (H202). La

présence de |la catalase S exprime par un dégagement gazeux.

4.4- Mise en évidence du nitrateréductase:
Les cultures sont réalisées dans le Bouillon-Nitraté. L’ apparition de la couleur rouge,
apres I’ addition des deux réactifs (nitritel et nitrite2), est un indicateur coloré de la réduction

des nitrates.

4.5-Fer mentation des sucres et production de H,S:
La fermentation des sucres (glucose, lactose) ainsi que la production de Hz2S ont été

recherchées sur le milieu d'identification combiné : milieu Hajna-Kligler, en ensemencant
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abondamment la surface par des stries ou par inondation et le culot par une simple pigdre
centrale.

4.6- Citrate:

Les bactéries capables dutiliser le citrate de sodium comme seule source de carbone
pourront se développer sur ce milieu. La fermentation du citrate de sodium entraine alors une

acidification qui provoque un virage de la couleur du milieu de vert au bleu.

&
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Les échantillons du sol sont numérotés A (A1 ; Az ; As), B(B1; B2 ; B3),C(Cy;C2;
Cs; C4; Cs; Cg; Cr ;5 Cg), tandis que ceux des algues sont numeérotés :E1, E2, Es, Ea, Es.
1-Tests physico-chimiques :
1.1 -Humidité:

Les résultats d’ humidité des différents échantillons de sol sont regroupés dans le tableau
suivant :

Tableau Il : Lesvaeursdelhumidité des différents échantillons.
Echantillon H (%)

A, 12,82
A, 15,27
As 14,88
B, 17,00
B, 14,66
B, 15,67
C 33,90
C, 33,78
Cs 28,15
C, 22,46
Cs 27,21
Cs 28,41
C, 215
Cs 21,21

1.2-pH:

Les résultats du pH sont présentés dans le tableau suivant.

Tableau IV : Lesvaleurs de pH-eau et pH-KCl des échantillons de sol.

Echantill
Al A2 A3 Bl Bz B3 Cl Cz C3 C4 C5 Ce C7 Cg
pH

PH e 7,77 |7,62|803|801|821|797|760|752| 777|799 787 |754|807| 838

pHkq 708 | 68 |714|7,26|736|732|732|717|736| 728|720 71 |748 | 7,40

<
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2- | solement des bactéries:

194 colonies différentes sont isolées (54 colonies a partir des algues et140 colonies a partir du
sol) a partir des échantillons récoltés, et cela en se basant sur |’ aspect des colonies sur milieu

solide. Ces colonies représentent une grande diversité detaille, forme, couleur et surface.

Figure 7 : Quelques aspects des colonies obtenues sur GN et ZoBell.
(F : Bactéries du sol sur GN ; K : Bactéries marine sur milieu Zobell)

3-Recherche desenzymesd’intérét agricole:

Tous les isolats sont testés pour diverses activités enzymatiques, cellulase, chitinase,
estérase, protéase, amylase et lipase.

Parmi les 194 isolats testés, 44 isolats sont sélectionnés (32 a partir du sol et 12 a partir des
algues) pour des tests d’ identification.
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Tableau V : Résultats des différents tests d’ activités enzymatiques appliqués sur lesisolats
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Tableau VI. Résultats des différents tests activités enzymatiques appliqués sur les isolats
sélectionnés apartir d'algues:

st

0SB+t ++ ++ ++ +++ +++
os11 - +++ 4+ - + +
. SI13 4 ++ - ++ +4++ +++
. s18 ++ ++ - 4+ + 4+
- s23 - o+ + ++ ++ ++
- s4 + ++ + ++++ - -
. S26 +++t ++ - - +++
. S32 ++ ++ + - + +++
. S35 - ++ + + + +++
. S86 | +++ 4+ + + 4+ 4+

+: Activité faible; ++ : activité moyenne ; +++ : activitéforte; - : Pas d'activité
enzymatique.

Figure 8 . Quelques images des résultats des tests d’ activités enzymatiques appliqués :

A : Estérase; B : céellulase; C: amylase; D : lipase; E : protéase.

E
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Tableau VII: Les pourcentages d activités enzymatiques des isolats du sol et d’algues

Activité enzymatique ol Algues
Célulasique 84,37% 75%
Lipolytique 93,75% 100%
Estérasique 78,12% 58,33%
Protéasique 75% 66,66%
Chétinasique 65,62% 75%
Amylasique 87,5% 83,33%

Tableau VIII-1: Lesoriginesdesisolats sélectionnéesdu sol et d’algues: (le code (P)
pour lesisolats a partir de sol, le code (S) pour lesisolats a partir des algues).

L es échantillons L esisolats sélectionnées
A P98- P103.
B P26- P28 - P33- P114- P115- P129- P135.
C1 P39- P41 - P42- P48- P50 - P53.
C4 P15.
C5 P36.
C6 P56- P59- P63- P64.
C7 P67- p68- P69- P78- P85- P86 -P87- P88.
C8 P89 -P90- P95.
E1l S18- S23.
E2 S13- S24.
E3 S1- S6- S36.
E4 S11- S32.
ES5 S12- S35- S26.

4-|dentification desisolats:

L’ observation de I aspect cultural et morphologique des colonies isolées et purifiées est
réalisée sur milieu GN. D’ autres observations au microscope optique sont aussi effectuées sur
cesdernieres, al’ état frais et aprés coloration de Gram (X100).
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Tableau VII1-2: Caractéres culturaux et morphol ogiques des isolats du sol.

| Eafras Mobilité

P15

3

'—\

5

&

3

33

| P26 |
| P28 |
| P36 |
| P39
| Pl |
| P2 |
| P50 |
| P56 |
| P59 |
| P64 |
| P67
| P69 |

8

Cocci
Diplocoque
Coccobecille
Cocci
Coccobecille
Bacille
Bacille
Bacille
Diplocoque ou
plusieurs
Petitbacille
Cocci
Bacille
filaments
filaments
Bacille
Bacille
Bacille
Grandbacille
Bacille
Bacille
Coccobecille
Coccobecille
Bacille
Bacille
Bacille
Bacille
Bacille
Bacille
Bacille
filaments
Diplocoque
Cocci

+ +

+ +

+ 4+ + + +

+ +

+ + +

+ 4+ + + + + + + A+ A+ A+ A+

1 4+ 4+
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Tableau | X : Caractéres culturaux et morphol ogiques des bactéries marines

Cocci + -
Bacilletresfin - -
Coccobacille - -
Cocci i
Petit bacille - +
Petit bacille + -
Cocci - -
Bacille + -
Coque-
diplocoque
Coccobacille - +
Filaments - -
Coccobacille - -

L’identification biochimique des isolats sélectionnés est effectuée par des galeries classiques
avec un nombre limité de caractéres, les résultats obtenus sont illustrés dans le tableau

suivant :

Tableau X : Résultats des tests biochimiques des isolats de sol

Colonie l}lltrate Citrate | Mannitol | Catalase | H,S Production Glucose | Lactose
réductase du gaz
P15 NR + + - - - + +
P26 NR + + + - - + +
P28 NR" - + + - - - +
P33 NR™ + - + + + + -
P36 N R+ + + - o - + -
P39 NR* - + + - - + +
P41 NR™ + + + - + + -
P42 NR + + + - - + -
P48 NR - + + + - - -
P50 NR - + + - - + -
P53 NR* - + + - - i -
P56 NR + - + - - + -
P59 NR* - + + g g + +
P63 NR" - + - + - + -
P64 NR” - - + - + + -
P67 NR” - + + - - + +
P68 NR* - + + - - + +
P69 NR" - + + - - + -

F
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P78 NR™ - + + - + i 5
P85 NR - + + - + + +
P86 NR* - + + - + + +
P87 NR* - + - - + + +
P88 NR" - : + . + - -
P89 NR* - + + - - + -
P90 NR* - + + - - + +
P95 NR* + + - - - + .
PO8 NR* - + - - - + -
P103 NR* - + + - - + -
P114 NR* - + - - - + -
P115 NR* - + + - - + +
P129 NR* + + + - - + -
P135 NR* - + - - - - -

Tableau XI : Résultats des tests biochimiques des isolats collectés a partir des algues marines

| solat Nitrate | Citrate | Mannitol | Catalase | H,s | Production | Glucose | Lactose

réductase degaz

S1 NR - - + - - - +
S6 NR* - + ++ - - + +
Sl1 NR - + + = = = -
S12 NR* - + ++ - - - -
S13 NR* . + ++ - - + +
S18 NR - + + - - + +
S23 NR™ . . + . . + +
S24 NR - + + - - - -
S26 NR* - - + - - + +
S32 NR* - + + - - + -
S35 NR* - + ++ - - + +
S36 NR* - + ++ i i + -

E
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Dans cette présente étude, 9 échantillons du sol de différentes régions de la wilaya de
Beaia (Barbacha, Smaoun, Sidi Ali Iebher) et un seul de la wilaya de Sétif (Maabouda) sont
étudiés. Les échantillons du sol sont prélevés a une profondeur allant de 15 a 20 cm, et les
cing échantillons d’ algues sont prélevés dans la céte Ouest de la wilaya de Bejaia (Boulimat),
dans des conditions stériles, dans le but d’isoler les bactéries productrice d’ enzymes d’intérét
agricoles. 194 colonies sont isolées et séparées au départ sur la base de leurs caractéres
culturaux. Chaque colonie est suspendue puis testée pour la présence d activités
enzymatiques. En fin, 44 isolats se sont révélés producteurs d’ enzymes, et ont donc fait
I’ objet de certains tests d'identification.

1. Lespropriétésphysico-chimiques dessites de préévement :
a) L’humidité:

Lateneur en humidité superficielle d'un sol représente le stockage temporaire de I'eau,
généralement limitée ala zone d'aération. La teneur en humidité du sol est tres variable, tant
du point de vue spatial que du point de vue temporel, en raison de I'hétérogénéité des
propriétés du sol ; de la topographie ainsi que de la distribution des précipitations et de

I'évapotranspiration (Juglea, 2011).

La différence du pourcentage de I’humidité dans les échantillons du sol est due
principalement a la période de I’ échantillonnage, les premiers prélevements A et B sont
effectués pendant un temps ensoleillé et |es autres pendant un temps pluvieux, ce qui explique

le taux éevé de !’ humidité des échantillons C.

b) LepH:
Selon (Denis, 2000), les échantillons A, B, C (6.5<pH<7.5) sont des sols neutres. De plus, la
diversité bactérienne dans le sol est tres influencée par I'humidité et le pH du sol. Dans nos
échantillons, on a des valeurs d’ humidité et de pH moyennes qui n’inhibent pas la croissance

bactérienne ni la diversité microbienne du sol.

2. Recherche despropriétésd’intérét agricole:
L’ importance des microorganismes dans la production d’ enzymes figure dans leur

grande production, le bon prix, et leurs prédispositions aux manipulations génétiques (Carrim
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et al., 2006). Les enzymes extracellulaires peuvent dégrader les nutriments insolubles
présents dans le sol comme les protéines, I’amidon et |a cellulose. ( Burns et Wallenstein,
2010). L’ utilisation des bactéries pour la production d’ enzyme dans le sol, pour améliorer la
biodisponibilité des nutriments pour la plante, ou pour la production des hormones afin
d’améliorer la croissance des plantes, a é&té étudiée par plusieurs auteurs. Et présente beaucoup
d’ avantages.

Les actinomycetes sont de bons décomposeurs. En plus de leurs synthéses
d’ antibiotiques, ils sont connus pour la production de plusieurs enzymes comme, les
chitinases, les amylases et |es protéases (Ningthoujam et al., 2009).
D’ apres Siddique et al. (2001), les actinomycetes qui sont des bactéries Gram +, colonisent
différents écosystémes et secretent plusieurs enzymes extracelulaires permettant la
dégradation des matériaux organiques complexes retrouvés dans le sol. Parmi les
actinomycetes, les Streptomyces secretent une large variété d’ enzymes incluant les cellulases,
lipases, amylases et les protéases. Et La différentiation entre les espéces implique la
morphologie ; la physiologie et les activités biochimiques a savoir les enzymes et les
antibiotiques (Suneetha et al., 2011).

Concernant les Pseudomonas, ils forment un large groupe colonisant le sol, les plantes et
I’eau. Dans le sol, les Pseudomonas représentent une grande fraction de la communauté
microbienne partageant leur milieu avec des commensaux appartenant principalement aux
genres Bacillus et Actinomyces. On les retrouve un peu par tout, particulierement sur les
systemes racinaires des plantes. Les différentes espéces de Pseudomonas qui colonisent la
rhizosphére possedent plusieurs caractéristiques qui les rendent particulierement intéressantes
pour une utilisation comme agents de lutte biologique. Elles sont connues pour produire les
composes antimicrobiens et les enzymes extracellulaires (lipase, estérase, xylanase, pectinase,

amylase, protéase et cellulase) (Allaire, 2005).

2.1-Activité cdlulasique:

La dégradation de la cellulose joue un réle clé dans le cycle de carbone (Lee et al.,
2007), elle est essentiellement convertie par |es microorganismes en dioxyde de carbone dans
des conditions aérobies et en méthane en anaérobiose (Eriksson, 1985). Plusieurs souches de
Bacillus circulans et de Bacillus subtilis productrices de cellulases ont été isolées (Otajevwo
et Aluyi, 2011).

£
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Dans ce travail, la production de la cellulase est observée chez 84,37% des isolats
obtenus a partir du sol, et 75% pour I’ ensemble des isolats collectés a partir des algues. Cette
enzyme leurs permet de bien résister dans le sol, car la cellulose est le nutriment le plus
abondant. Veiga et al. (1983) ont isolé 36 souches d actinomycétes appartenant au genre
Streptomyces a partir de sediments marins, dont plus de 50% montrent une activité

cellulasique.

Environ 80% des bactéries cellulolytiques isolées jusqu'a présent sont des Gram positives et
sont réparties en seulement deux phylum (Schwarz, 2001). Certaines appartiennent au
phylum des Actinobacteria et seulement a l'ordre Actinomycetales, les autres appartiennent au
phylum des Firmicutes et essentiellement al'ordre des Clostridiales mais aussi quelques-unes

al'ordre des Bacillales.

2.2-Activité protéasique:

Les protéases sont les enzymes les plus importantes en industrie avec 60% du total des
enzymes vendues (Ningthoujam et al., 2009). La dégradation des protéines par |les protéases
microbiennes est importante dans le cycle d azote au niveau du sol, en le rendant disponible
pour les plantes et les micro-organismes (Petit et Jobin, 2005). 75% et 66,66% représentent
respectivement le pourcentage de I’ activité protéasique des isolats du sol et d’agues marines.
Les protéases d origine microbienne sont probablement les plus secrétées parmi toutes les
enzymes, ce sont les enzymes les plus importantes en industrie avec 60% du total des
enzymes vendues (Ningthoujam et al., 2009). Elles sont utilistes dans le domaine
alimentaire, I'industrie fromagere, les détergents, I'industrie de soie, domaine de la
pharmacologie et la production de médicaments et dans I’ agriculture (El-Safey et Abdul-
Raouf, 2004). Leur synthese se manifeste durant la période de sporulation chez les
Sreptomyces, ce qui de méme pour Bacillus subtilis (Siddique et al., 2001).

Comparés au genre Bacillus, les actinomycétes sont moins exploités pour |’ activité
protéasique. Il y a peu de rapports sur les activités protéasi ques des actinomycetes par rapport
au Bacillus (Ningthoujam et al., 2009). Parmi les souches d’ actinomycetes, certaines sont

productrices d’ enzymes protéolytiques, d’ autres non (Ningthoujam et al., 2009).
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L’ activité protéasique peut avoir un effet plus pousse, elle influence indirectement la
synthese des auxines en libérant les acides aminés comme le tryptophane qui est le précurseur
de la synthese de I’ AlA (acide indole acétique) et d’ autres substances appariées (M ansour et
al., 1994).

2.3-Activité lipasique et estérasique:

L’intérét des lipases microbiennes n'a cessé d augmenter au cours des 25 derniéres
années, principalement en raison du grand nombre d applications qu'eles offrent dans
différents domaines. Les lipases microbiennes présentent comme avantages d’une part, les
procedés de fabrication sont relativement simples comparés aux lipases d’ origine animale, et
d’ autre part, elles montrent une grande stabilité vis-a-vis de latempérature, des détergents et
des enzymes protéolytiques. (Sharma et al., 2001). Dans ce travail, |’ activité lipasique est
observée chez 94% des isolats du sol et 100% des isolats d’'agues testées, et |'activité
estérasique est observée chez 79% desisolats du sol et 59% pour ceux d'algues.

Les lipases sont largement répandues chez les bactéries, les levures et les champignons
filamenteux. Elles sont aussi bien produites chez les bactéries Gram + telles que Bacillus et
Saphylococcus que par des bactéries Gram — telle que Pseudomonas.

El-Safey et Abdul-Raouf (2004) rapportent que les souches de Bacillus subtilis sont
productrices de grandes quantités de protéases et d’ estérases, et d’ autres types d’ exo-enzymes

alafin delaphase exponentielle de leur croissance.

2.4-Activité amylasique:

L’ activité amylasique est observée chez 83,3 % des isolats obtenus a partir des algues
marines et 87,5% des isolats du sol.
Les amylases sont des enzymes qui hydrolysent |I'’amidon ou le glycogene. Elles peuvent
dériver de plusieurs sources comme les plantes, les animaux et les microorganismes. Ces
derniers sont plus favorisés grace aleur large disponibilité et leur production volumineuse a
I’échelle industrielle (Vidyalakshmi et al., 2009).
La synthése d’ enzymes amylolytiques par les bactéries du sol permet une dégradation de la
matiére organique et fournit les éléments minéraux nécessaires pour |a croissance.
Dans leur étude sur Bacillus sp., Obi et Odibo (1984) ont révélé une production de quantités

considérables en a et p-amylases. lls ont aussi déterminé les différents parametres

KN
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(température et pH) influencant la synthese des amylases par les actinomycetes du sol dans le

milieu de culture.

2.5-Activité Chitinasique:

Cette activité est observée chez 66% desisolats du sol et 75% desisolats d’ algues.
Selon Bhushan et Hoondal (1998), les chitinases hydrolysent des polymeres linéaires
insolubles de B(1,4) de N-acétylglucosamine, qui est un constituant majeur des cellules
pariétales de plusieurs champignons, les coquilles des crustacées et |’exosguelette des
insectes. Plusieurs especes du genre Bacillus sont connues pour la production de chitinases,
comme B. circulans, B. licheniformis et autres (Pleban et al., 1997). Les Streptomyces
possedent une bonne activité enzymatique selon Treg o-Estrada et al (1998).
L es chitinases de plusieurs actinomycetes ont aussi montré des effets antagonistes contre
plusieurs champignons du coton, du riz, et de tomate. D’ aprés Quecine et al. (2008), la quasi-
totalité des souches de Bacillus sp. est connue par son activité chitinasique élevée.
Les valeurs des pourcentages d’ activité enzymatique obtenus, montre qu’'il n y a pas une

grande différence entres lesisolats de deux milieux.

100

‘ cellulasique  lipolitique  éstéreasique proteasique chitinasique amylasique
Figure 9 : Pourcentage d’ activités enzymatiques des isolats du sol et d’ algue marines

3. Identification biochimique desisolats
Les 44 isolats sont soumis a des tests conventionnels (Caractérisation morphologique

et biochimiques) pour une éventuelle identification.
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Concernant I’ aspect des colonies isolées, on trouve des colonies crémeuses a bord régulier ou
irrégulier, séche ou trés muqueuse ; petites colonies sphérique crémeuse; colonies jaunatre
formant un tapis visgueuse ou non visqueuseset de petites colonies roses sphériques

muqueuse, formant un tapis.

Les tests effectués sur les isolats montrent la présence d'une importante diversité
microbiologique dans I’échantillon de Sétif (Maabouda), et que le genre Bacillus qui
possedent une trés bonne activité protéasique selon (Hellio,1993) est le plus dominants par
rapport au autres genres dans les isolats du sol, en revanche ala surface des algues, |les genres
pseudomonas et stryptomyces sont plus dominants, on les retrouve a la surface de tout les
echantillons, Ulva lactuca, Enteromorpha intistinalis et Scytosiphon lomentaria)

contrairement au genre Bacillus qui n’est isolé qu’ a partir de Scytosiphon lomentaria.

Les mini-galeries biochimiques classiques et les tests morphologiques ont permet d affilier

lesisolats aux Actinomycetes (Gram+) et aux Protobacteries (Gram-).

Les résultats obtenus s accordent avec ceux de la littérature (Wiese, 2008 ; Brisou,
1980). qui indiguent que : Bacillus, Myxococcus, Azotobacter et Streptomyces sont largement
distribués dans la rhizosphére de plusieurs plantes. Quant au Pseudomonas, Flavobacterium,
Micrococcus et Enterobacter et les germes appartenant a la classe des Proteobacteries sont

trés répandues a la surface des algues.

:
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Conclusion

Malgré les grandes recherches, [I'utilisation de micro-organismes du sol
rhizosphérique ou ceux immobilisés a la surface des macro-algues en Agriculture, reste
insuffisante par rapport al’ utilisation des pesticides et des engrais chimiques.

Concernant notre étude, 9 échantillons du sol sont prélevés de différentes régions de
la wilaya de Begaia (Barbacha, Smaoun, Sidi Ali lebher) et un de la wilaya de Sétif
(Maabouda). Cing autres échantillons sont collectés a partir des algues de la cote Ouest de la
wilaya de Bejaia (Boulimat). Ces échantillons ont fait I’objet d’un isolement de bactéries
productrices des différentes enzymes hydrolytiques, lipases, estérases, chitinases, cellulases,

amylases, et |es protéases.

140 colonies différentes sont isolées a partir du sol et 54 & partir d' algues marines, la
recherche d’activités enzymatique cellulase, chitinase, amylase, protéase, estérase, et lipase
ont permis de sélectionner 32 isolats du sol et 12 isolats d'algues marines avec des
pourcentages d’ activités plus de 65%.

L’identification des bactéries productrices d’ enzymes, sur mini-galerie ; coloration de
Gram et observation a I’ état frais, a permis d affiler la majorité des isolats aux classes: des
Actinomycetes et Protéobactéries.

A I’issue de ce travail, nous émettons quel ques réflexions et recommandations sous
forme de perspectives pour I’amélioration et une meilleure utilisation des différents isolats

obtenus:
- Tester la présence d autres enzymes ; Uréase et Phosphatase ;

-Pousser I identification biochimique et phylogénétique des isolats plus importantes ;

- Réaliser des Tests de stimulation de la croissance végétale ;

- Réaliser destests d’ antagonisme in vitro et in vivo avec des champignons;;

-Déterminer leurs modes d’ action dans I’ activité antifongique

-Extraction et identification des molécules impliquées dans la lutte biologique(les
antibiotiques).

)
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Annexel. Composition des milieux de culture utilisés (pour un litrede milieu) :

Bouillon PBS

Milieu Zobell

N = PPNt 1510
L1577 L0 T 59
Extraitdelevure. ... ... 10
Eaudemer artificielle..........c.oooii e 750M
= U R = o1 gsp 1L

Eau de mer artificielle
MQCI2 BH20... ... e e 10,80
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Annexell. Résultats des différentstests appliqués sur les souchesisolésa partir du sol
et d’algues.
a. |solatsdu sol

Souche | Celulase Lipase Estérase Protéase Chitinase Amylase
P1 +++ - + + - -
P2 - ++ + ++ - -
P3 - ++ - ++ - -
P4 - ++ - ++ - -
P5 - ++ + + - -
P6 . - - + - -
P7 - ++ - - - +
P8 - + + + ++ -
P9 - ++ ++ - + -
P10 - +++ - - + +
P11 - +++ - - + +
P12 - +++ - - + +
P13 - + - - + -
P14 ++ - + ++ +++ -
P15 +++ ++ - - - +
P16 ++ +++ ++ - -

P17 - +++ - ++ -

P18 ++ ++ +++ - +

P19 - ++ ++ - ++ +
P20 - - + ++ +++ +
P21 = ++ . + - -
P22 ++ - ++ - + -
P23 ++ - +++ - + -
P24 ++ ++ + - - -
P25

P26 ++++ +++ + ++++ + -
P27 - +++ - + + -
P28 - ++ + + ++ -
P29 - ++ - ++ + +
P30 - + ++ - - +
P31 - ++ + + + +
P32 - +++ + - ++ -
P33 ++ +++ +/- - +++ ++
P34 +++ + +/- - - +
P35 ++ ++ +/- ++ + +
P36 ++ ++ +++ + ++ -
P37 ++ ++ - - - +
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P38 - ++ + +++
P39 ++ ++ + ++ ++ +
P40 - ++ +/- ++ - ++
P41 - + - ++ + +
P42 ++ ++ - ++ + +
P43 ++ + ++ + -
P44 + + - - + +
P45 + ++ - - + +
P46 - ++ ++ + +/- +
P47 + + - - +/- +++
P48 + ++ +++ + +/- +
P49 > + > > ik ++
P50 + ++ ++++ + + +
P51 - + + - - ++++
P52 - ++++ - + + +
P53 +++ +++ +++ - ++ ++
P54 - +++ - + - ++
P55 - +++ + + + ++
P56 ++ ++ + - +/- +++
P57 - - ++ - +/- +++
P58 - + +++ ++ -
P59 ++ - + ++ + ++
P60 - - ++ ++ + +++
P61 ++ ++ ++ + -
P62 ++ ++ ++ + -
P63 +++ ++ + ++ -
P64 ++ + + +++ + ++
P65 - + - + ++ +
P66 + ++

P67 ++ ++ + ++ + +++
P68 ++ +++ ++ + - +++
P69 ++ +++ ++ + ++ +++
P70 + + + +
P77 - ++ + +/- + ++
P78 ++ I + +/- - +++
P79 - + + +/- + +++
P80 - - - + - +++
P81 - - ++ +/- +++
P82 - + ++ - +/- +++
P83 - + + - +/- +++
P84 - I + - +/- +++
P85 R ++ +++ - I ++
P86 ++ ++ +++ - + ++
P87 +++ +++ ++++ + I ++
P88 ++ ++ + + + ++
P89 - +++ ++ + + +
P90 - ++ +++ + - +
POI1 - - + +++ +++ +
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P92 - + +/- - i -
P93 - +/- - +/- -
P94 ++ > > > ik +
P95 ++ ++ ++ +/- ++
P96 +/-

P97 - + - + +/- -
P98 ++ - ++ + +/- +++
P99 - +++ - + ++ -
P100 - +++ - + - +
P101 . = +++ = = +
P102 - Ak - - - +++
P103 ++ ++ +++ ++ - +
P104 - - - + + ++
P105 . ++ + + = =
P106 - - +++ + +/- -
P107 - - . + +/- +
P108 i +/- +/- i - ++
P109 - - +++ I +/- +++
P110 - - +++ + +/- ++
P111 . - - - +
P112 - ++ - ++ - +++
P113 - ++ + ++ - +++
P114 +++ - + + +++
P115 +++ ++ + +

P118 - ++ + + + -
P119 + ++ + + -
P120 + ++ + + - -
P121 . + + = + =
P122 = +++ = = + =
P123 - ++ - + + +
P124 - +++ - - - ++
P125 . + + - -
P126 - ++ ++ + - -
P127 ++

P128 - - ++ i i -
P129 ++ + - + - ++
P130 - + - N n
P131 +++ + - ++
P132 - Ak i - -
P133 = - - - + -
P134 - +++ - + - ++
P135 ++ ++ ++ - + -
P136 - ++ ++ + + -
P137 - ++ + + ++ -
P138 +++ - - +++ -

P139 ++ -

P140 ++ + + - - -




a. Isolatsd’alguesmarines:
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Souche Cdlulase Lipase Estérase | Protéase | Chitinase | Amylase
S1 ++ + - ++ - -
Y +++ + - - - -
S3 - - ++ ++ - -
A - ++ - +++ - -
S5 - - + + - -
S6 +++ ++ ++ ++ +++ +++
S7 - - + ++ - +
S8 - ++ - + - -
9 - - +++ - - +++
S10 - ++ ++ - - -
S11 - +++ ++++ - + +
S12 ++ + - - + +
S13 +++ ++ - ++ +++ +++
S14 - ++ + ++ + -
S15 = ++ - +++ - _
S16 - ++ - + - i}
S17 - ++ +++ - - -
S18 ++ ++ - +++ + +++
S19 - ++ - + ++ -
S20 - ++ - + - -
S21 - + - - - -
S22 + + - _ _
S23 - ++++ + ++ ++ ++
S24 + ++ + ++++ - -
S25 - ++ + - - +
S26 ++++ ++ - - +++
S27 - ++ - - i
S28 +++ ++ - + - -
S29 - - - + - -
S30 - + + ++ - -
S31 - ++ + ++ - -
S32 ++ ++ + - + +++
S33 - ++ - ++ + +++
S34 +++ + - + - -
S35 - ++ + + + +++
S36 +++ +++ + + +++ +++
S37 - chibd; - - + +++
S38 - + - +++ - -
S39 + + + - - -
40 - - - - + -
A1 +++ + + - + -
42 - ++ - ++ - -
A3 - + - - -




Annexes

4 + - -
A5 - +++ - -
46 - - + -
HA7 + ++ - +++
A8 - + + -
49 - + + +++
S50 - - - -
S51 +++ +++ - -

S52 + + - -

S53 + + - -

S54 + - - -




Résuwmé :

9 échantillons du sol de différentes régions de lawilaya de Bejaia (Barbacha, Smaoun, Sidi
Ali lebher), un site de la wilaya de Sétif (Maabouda) et cing échantillons d’ algues de la cote
Ouest de la wilaya de Begaia (Boulimat) sont prélevés dans des conditions stériles. 194
colonies différentes sont isolées et purifiées: 140 a partir du sol et 54 a partir d’algues
marines. La recherche de I'activités enzymatique: cellulase, chitinase, amylase, protéase,
estérase, et lipase ont permis de sélectionner 32 isolats du sol et 12 isolats d’ algues marines
Ja majorité de ces isolats présentent des pourcentages plus de 65% . L’identification des
isolats obtenus, sur mini-galerie biochimique, a permis de les affilier aux classes: des

Actinomycetes et Protéobactéries.

Mots clés: Rhizosphéere ; algues ; bactéries ; enzymes ; intérét agricole.

Abstract:

9 samples soil from different parts of the province of Bejaia (Barbacha, Smaoun, Sidi Ali
lebher), and another one from the wilaya of Sétif (Maabouda), then 5 samples from algae
in the west coast of the province of Bgaia (Boulimat) are collected under sterile conditions.
194 colonies are isolated and purified: 140 from the soil and 54 from marine agae. The
presence of enzymatic activities. cellulase, chitinase, amylase, protease, esterase and lipase
were used to screen 32 isolates of soil and 12 isolates of seaweed with a percentage up to
65% . The identification of these isolates on biochemica mini-gallery allowed joining them to
the classes : Actinomycetes and Protéobactéria.

Keywords. Rhizosphere, seaweed, bacteria, enzymes, agricultural interest
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