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Introduction

I ntroduction

La quéte constante de I’'homme pour I’amélioration de la productivité et la
réduction des codts des produits agricoles ont eu des incidences négatives et a plusieurs
niveaux. Les produits chimiques sont considérés comme |"arme la plus efficace, mais
I"utilisation accrue de ces substances a des conséquences néfastes sur |”environnement
(Kouassi, 2001 ; Thakore, 2006). En plus des produits chimiques, |les régions désertiques,
non utilisées par I’ agriculture et la salinité constituent d"autres obstacles pour I'agriculture
(Nabti et al., 2007).

L utilisation des bactéries dites promotrices de la croissance des plantes peut
constituer une solution aternative prometteuse peuvant réduire |"application des produits
chimiques (Nabti et al., 2014).

A ce titre, beaucoup de travaux ont été publiés ces derniéres années sur |’ application des
bactéries rhizosphériques pour améliorer |e rendement des récoltes et 1a santé des plantes.

Ces bactéries appelées PGPR (Rhizobactéries promotrices de croissance des plantes)
présentent un grand intérét scientifique et agronomique, car elles jouent un réle important
dans le fonctionnement biologique de la rhizosphére, et ont donc un effet important sur la
croissance des plantes ainsi que la lutte biologique contre les agents phytopathogenes (De
Salamon et al., 2005). L’ effet des PGPR offre donc des possibilités intéressantes pour une
agronomie respectueuse de I’environnement. En effet, une meilleure connaissance de
I"utilisation de ces populations bactériennes pourrait permettre une diminution des intrants

phosphatés et des pesticides polluants dans les sols agricoles (Wojcieh et Lise, 2002).

C'est dans cette optique gque notre travail est dirigé, il sagit d'un isolement de
bactéries a partir d’un sol agricole de larégion d”Akbou (wilaya de Bejaia) pour lamise en
évidence de caracteres promoteurs de la croissance des plantes.

Les isolats sélectionnés additionnés de quatre souches de la collection de
Laboratoire de maitrise des énergies renouvelables (LMER), équipe: Biomasse &
Environnement), de I’ université de Beaia, sont testées pour leur aptitude a synthétiser des
enzymes d'intérét agricole, des phytohormones, leur activité inhibitrice de certains

champignons phytopathogenes et leur résistance aux métaux lourds.
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lLesol:

Le sol est un environnement complexe caractérisé par une grande diversité
d'organismes (notamment les microorganismes) de composes chimiques et une structure
physique complexe (Wild, 1993). Il est égaement le substrat qui fournit un soutien
physique et des ééments minéraux pour les plantes constituant un élément fondamental
pour |’ écosysteme terrestre (Nehl et al., 2006).

1.1. Rhizosphére:

Le terme rhizosphére dérive d’un mot grec « Rhizo » ou « Rhiza » =racine et «
Sphére »= champs d'influence (Morgan et al., 2005). En 1904, Lorenz Hiltner a défini la
rhizosphére comme étant la région spécifique du sol affectée par les racines des plantes
(Wasaki et al., 2005), par la suite, plusieurs définitions ont été proposees, a savoir, le sol
autour de laracine qui est influencée par |’ effet combiné des caractéristiques des plantes,
des propriétés du sol et les interactions racinaires avec les micro-organismes et le sol
environnant (Marschner et Rengel, 2007). La rhizosphere est également définie comme le
volume du sol entourant les racines, elle est composée de deux parties, I’ endorhizosphere
(I"intérieur des racines) et le rhizoplan (la surface des racines). Les micro-organismes dans
la rhizosphére réagissent avec de nombreux métabolites libérés par les racines des plantes
(Morgan et al., 2005). Cette zone d'interaction s éend de quelques micrometres a plus de
2 mm en dehors de la surface racinaire (Kennedy et De Luna, 2004). De méme, la densité
des bactéries est plus élevée dans larhizosphére que dans le sol distant des racines, il s agit
de «I’ effet rhizosphére» (Whipps, 2001).

1.2. Lesbactériesd’intérétsagricoles:

Certains microorganismes, principalement des bactéries (Arthrobacter,
Azotobacter, Azospirillum, Bacillus, Enterobacter, Pseudomonas, Serratia) (Gray et Smith,
2005) et Streptomyces spp. (Tokala et al., 2002) sont capables de coloniser efficacement
les systemes racinaires. Elles influencent de maniere bénéfique la plante en stimulant sa
croissance (voie directe) et/ou en la protégeant contre les infections par des agents
phytopathogenes (voie indirecte). Ces bactéries de la rhizosphere sont aors reprises sous le

terme PGPR (Plant Growth-Promoting Rhizobacteria).
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1.2.1-lesPGPR

Le teeme PGPR nous vient de [I'anglas «Plant Growth Promoting
Rhizobacteria» et désigne les rhizobactéries naturelles qui colonisent les racines en
contribuant a la croissance et |a santé des plantes. En échange, la plante fournit des sources
de carbone aux PGPR par ses exsudats racinaires (Abnatura, 2013).

PGPR est égament un acronyme générique qui indique les bactéries dont certaines
sont souvent inconnues (Banerjee et al., 2006). 1l est divisé en deux grands groupes en
fonction de leur relation avec les plantes hotes : bactéries symbiotiques et bactéries libres
(Khan et al., 2009). Diverses espéeces considérées comme PGPR stimulent la croissance
des plantes comme: Pseudomonas, Azospirillum, Azotobacter, Bacillus, Enterobacter,
Rhizobium, Mycobacterium, Enterobacter, Caulobacter, Serratia , Flavobacterium,
Actinobacter Sp. (Antoun et Prevost, 2005 ; Karnwal, 2009 ; Khan et al., 2009).

En effet, laprésence des PGPR dans la rhizosphére constitue un intérét
incontestable dans la croissance et le développement des plantes, leurs mécanismes

stimulateurs de la croissance des plantes sont multiples (Nabti, 2007).

1.2.2-M écanismes impliqués dans la stimulation de la croissance des plantes par les
PGPR :

Les PGPR influencent la santé des plantes et la productivité par une variétés de
meécanismes qui impliquent la solubilisation des minéraux, I’ apport d’ ééments nutritifs, la
stimulation de la croissance des racines, la suppression des maladies racinaires (Martinez-
Viveros et al., 2010), la synthése d enzymes hydrolytiques, I'élimination des agents
phytopathogenes a travers la compétition et I’ induction des mécanismes de résistance de la
plante (Antoun et Prévost, 2005). Ces mécanismes influencent la croissance des plantes par
action directe ou indirecte (Kloepper, 1993 ; Glick et al., 1999 ; Vessey, 2003 ; Martinez-
Viveros et al., 2010).

A-Les mécanismesdirects:

Lapromotion directe de la croissance des plantes peut se produire par plusieurs processus :

1)-Fixation d’azote:
Parmi les éléments nutritifs nécessaires pour la croissance des plantes, I’ azote constitue le

plus souvent le facteur limitant.
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La partie majeure de cet éément se trouve sous forme gazeuse (N2), inaccessible
aux animaux et aux plantes (Pujic et Normand, 2009). Par ailleurs, ils existent des bactéries
fixatrices d’ azote dans la rhizosphére. Ces derniéres peuvent vivre librement (Azotobacter,
Bacillus, Acétobacter, Clostridium, Klebsiella, Corynebacterium, Arthrobacter,
diazotrophicus et Pseudomonas) (Vessey, 2003), en symbiose (Rhizobium) ou en
association avec certaines plantes (Azospirillum) ( Okon et Kapulnik, 1986 ; Gray et Smith,
2005)

2)-Solubilisation du phosphate::

Apres |'azote, le phosphate est considéré comme le deuxiéme facteur limitant de la
croissance des plantes (Vessey, 2003). Les bactéries solubilisant le phosphate sont
communes dans la rhizosphere, cette derniere étant le siege de nombreuses interactions
entre les plantes et divers microorganismes associés. La secrétion d acide organique et la
production de la phosphatase facilitent la conversion de la forme insoluble du phosphate
en une forme soluble (Kim et McDonald , 1998 ; Richardson, 2001). Les especes du genre
Bacillus, Pseudomonas, Rhizobium, Aspergillus et Penicillium ont la capacité de
solubiliser le phosphate dans le sol (Qureshi et al., 2012).

3)-Production de sidérophores:

Le fer est un élément capital aussi bien pour les bactéries que les champignons et
les plantes. Il est abondant dans le sol souvent sous une forme insoluble (le fer ferrique
(Fe*")) (Compant et al., 2005 ; Weyens et al, 2010). Plusieurs bactéries produisent des
mol écul es appel ées sidérophores, ces derniers fixent le fer ferrique et le transforment en sa
forme soluble qui est le fer ferreux (Fe**). Les sidérophores sont utilisés dans la lutte
biologique contre les champignons phytopathogenes. Ces derniers seront privés de Fer
détourné par les bactéries (Glick et Pasternak, 1998). Une grande variété de sidérophores
est produite par des bactéries (Sayyed et Patel, 2011), a titre d’exemple, Agrobacterium,

Bacillus, Escherichia coli, Pseudomonas, Rhizobium (Zahir et al., 2004).

4)-Production desrégulateurs de la croissance végétale :
Il existe cinq catégories de régulateurs de la croissance veégétale : les auxines, les
gibbérellines, les cytokinines, I’ éthyléne et I’ acide abscissique (Zahir et al., 2004).
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L’ auxine ou |’ acide indole-3-acétique est |a phytohormone la plus répandue, €elle est
connue par son implication directe dans l'initiation de la croissance des racines, ladivision
cellulaire et I'éargissement de la cellule (Vessey, 2003). Il est bien éabli qu'il existe deux
sources de phytohormones naturellement disponibles pour les plantes: production
endogéne par les tissus de la plante et exogene par des micro-organismes associés, Y
compris de nombreuses bactéries du sol appartenant aux genres Azospirillum, Rhizobium,
Enterobacter, Erwinia et Pseudomonas spp ( Baca et Elmerich , 2007).

De méme, les cytokinines et les gibbérellines sont impliquées dans la modification
de la morphologie des plantes et dans la stimulation de la croissance de la partie aérienne
(Van Loon, 2007). L’acide abcissique intervient également dans la régulation de la
germination des graines. Pour |’ éthyléne, il agit comme stimulateur & des concentrations
modérées, mais au-dela de ce niveau, il devient un inhibiteur de I’ élongation racinaire, de

la croissance latérale des racines et de laformation des poiles (Glick et al., 2007)

B-M écanismesindirectes
1)-Compétition :

La compétition est un mécanisme important dans la lutte biologique, puisque les
deux agents (pathogénes et non pathogenes) et les bactéries associées aux plantes
colonisent des niches écologiques similaires et utilisent les mémes nutriments (Weyens et
al., 2010). Les PGPR doivent étre présents en nombre suffisant sur les racines pour avoir
un effet bénéfique sur les plantes et pour étre capables d’ instaurer une compétition pour les
nutriments dans la rhizosphére (Podile et Kishore, 2006). Beaucoup de PGPR, en
particulier Pseudomonas, produisent des sidérophores qui lient le fer disponible, ce qui
peut limiter la croissance d'autres bactéries de la rhizosphere et des champignons (Weyens
et al., 2010).

2)-Antibiose:

L antibiose consiste en une production et une libération de molécules qui tuent ou
limitent la croissance de I'agent pathogéne cible, c’est le mécanisme le plus efficace par
lequel les microbes peuvent contréler les maladies des plantes ( Harman et Shoresh, 2007 ;
Weyens et al., 2010 ). Les souches de Pseudomonas produisent une variété de métabolites
antifongiques puissants, impliguées dans le biocontrdle, par exemple |” acide cyanhydrique,

laviscosamide, la pyrrolnitrine et les phénazines (khan et al., 2009).

5



Chapitrel Lesbactériesd intérét agricole

3)-Production d’enzymes:

L'amélioration de la croissance par I'activité enzymatique est un autre mécanisme
utilisé par les PGPR. Les souches bactériennes peuvent produire certaines enzymes telles
que la cellulase, ACC desaminase et la chitinase. Grace a l'activité de ces enzymes, les
bactéries jouent un réle trés important dans la promotion de la croissance des plantes en les
protégeant des stress biotiques et abiotiques (Nadeem et al., 2013).

4)-Résistance systémique induite ou | SR (Induced Systemic Resistance)

Certaines souches de PGPR peuvent protéger les plantes d' une fagon indirecte par
stimulation de mécanismes de défense inductible dans la plante en rendant |” héte beaucoup
plus résistante aux future agressions des agents pathogenes. Ce phénomene a é&é nommé
« résistance systémique induite » (ISR Induced Systemic Resistance) (Van Loon €t al.,
1998) et sert a proteger les plantes contre des attaques subsequentes des virus, bactéries et
champignons pathogenes. La résistance systémique peut étre induite par des
microorganismes variés, des bactéries a Gram positif comme Bacillus pumilus, ou des
bactéries a Gram neégatif appartenant au genre Pseudomonas (fluorescens, putida,
aeruginosa), et aux entérobactéries comme Serratia (marcesens, plymuthica) ou Pantoea

agglomerans (Jourdan et al., 2008).

Fig. 1: Mécanismes d action des Rhizobactéries (Abnatura, 2013)
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1. Activitésenzymatiques:

Les enzymes sont des catal yseurs essentiels dans le processus de la vie, méme dans
le sol, elles sont connues par leur importance dans le maintien de la santé du sol. L’ activité
enzymatique dans le sol est principalement d’ origine microbienne (Shonkor et Ajit, 2011),
telles que : |"amylase, protéase, phosphatase, lipase, cellulase, estérase et I’ uréase (Carrim
et al., 2006).

Ces enzymes jouent un réle clé dans le processus globa de la décomposition de la matiere

organique dans les écosystemes (Petit et Jobin, 2005).

1.1-Activité cdlulasique:

La cdlulose est le principa composant de la biomasse végétale, il s agit d'un
polymere de glucose 1i¢ par des liaisons de type B-1,4. Sa structure cristalline insoluble
représente un grand défi pour son hydrolyse enzymatique (Irfan et al., 2012). La cellulase
est une enzyme inductible complexe impliquant une action synergique d’ endoglucanase,
exoglucanase et cellobiase (Otgevwo et Aluyi, 2011). Les cellulases provoguent
I"hydrolyse des différentes fibres de cellulose pour la diviser en plus petites unités de

sucres et enfin produire des molécules de glucose (Vipul et al.,2012).

1.2-Activité chitinasique:

La chitine est un constituant maeur de la paroi cellulaire de nombreux
champignons, d'insectes et des coquilles des crustacés (Chien-Jui et al., 2005). Les
chitinases sont des enzymes responsables de |’ hydrolyse de la chitine au niveau de la
liaison glycosidique B (1-4) N-acétyl-glucosamine (Bhushan et Hoondal, 1998). Il est bien
documenté que les microorgani smes producteurs de la chitinase sont révél és comme agents
de lutte biologique contre différents types de maladies des plantes (Chien-Jui et al., 2005).
Cest le cas, par exemple, de chitinase produite par Pseudomonas sp. qui inhibe la
croissance de Rhizoctonia solani par dégradation de la paroi cellulaire (Nadeem et al.,
2013).

1.3-Activité amylasique:
Les amylases sont connues par |'accélération du processus de dégradation de
I"amidon (Tang-Um et Hataichanoke, 2012). Deux grandes classes d amylases ont été

identifiées;
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la a-amylase (endo 1,4-glucohydrolase o D-glucane) est une enzyme extracellulaire
synthétisée par les plantes, les animaux et les microorganismes, la f-amylase (exo-1,4
glucanohydrolase a D-glucane) synthétisée principalement par les plantes (Thoma et al.,

1971 ; Vinoth et al., 2009) .

1.4-Activité protéasique:

Les protéases sont les enzymes les plus importantes en industrie avec 60% du
totale des enzymes vendues (Ningthoujam et al., 2009). Plusieurs souches microbiennes, y
compris les champignons (Aspergillus flavus, Aspergillus niger) et les bactéries (Bacillus
licheniformis, Bacillus subtilis) produisent des protéases (Kuberan et al., 2010). Elles sont
utilisées dans le domaine alimentaire, I'industrie fromageére, les détergents, I'industrie de
soie, le domaine de la pharmacologie et production des médicaments...etc. (El-Safey et
Abdul-Raouf, 2004). Quant a I’ application des protéases dans le domaine agricole, ces
enzymes dégradant les protéines jusqu’au stade éémentaire pour produire une source
d’ azote (Ammoniac) et une source de carbone sont d’ une importance incontestable pour la
fertilisation des sols (Mansour et al., 1994 ;Petit et Jobin ,2005).

1.5 Solubilisation du phosphate::

Les Phosphatases sont des enzymes qui hydrolysent les esters et les
anhydrides de I'acide phosphorique (Nannipieri et al., 2011). Dans le sol, ces enzymes
jouent un réle essentiel dans les cycles du phosphate (Shonkor et Ajit, 2011) et jouent un
réle principal dans I’ activité biologique du sol (Eivazi et Tabatabai, 1977 ; 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).

1.6- Activitéuréasique:

L'uréase est I'enzyme responsable de I’ hydrolyse de |’ urée en NH3 et CO2 (Shonkor
et Ajit, 2011). Elle est utilisee comme indicatrice de la qualité du sol car sa concentration
est en fonction du taux de la matiére organique. (Martinez-Salgado et al., 2010). L’ activité
uréasique dans le sol est effectuée par |'uréase extracellulaire qui est stabilisée par

immobilisation sur les colloides organiques et minéraux du sol.
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Cette activité est influencée dans le sol par de nombreux facteurs, a savoir la teneur
en matiere organique, la profondeur du sol, les méaux lourds et les facteurs

environnementaux telle que latempérature (Yang et al.2006).

1.7-Activités estérasique et lipasique :

Deux grandes classes d hydrolases ont une grande importance : les lipases
(hydrolases des tri-acyl-glycérols) et les estérases (hydrolases d'esters carboxyliques). Les
estérases représentent un groupe diversifié d’ hydrolases, elles catalysent le clivage et la
formation des liaisons ester et sont largement distribués chez les animaux, les plantes et les
micro-organismes (Uwe, 2002). Les lipases sont des enzymes atypiques de part, par leur
mécanisme d’action et leur spécificité pour le substrat (Sharma et al., 2001). De plus,
certaines lipases sont capables d’ hydrolyser des phospholipides, des esters de cholestérol et
parfois méme certains esters synthétiques. Les lipases sont largement répandues dans la
nature ou €elles jouent un rdle physiologique important dans le métabolisme des graisses,
elles sont largement répandus chez |es bactéries a Gram positif (Fickers et al., 2008).
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|- Prélévement et isolement de bactéries:

Deux échantillons du sol (E1, E2) sont collectés pendant le mois de Mars (2014)
dans la région de Thighilte Makhloof, Akbou (Begjaia, Algérie, 36° 27'47" N, 4° 30'19" E)
située a 300 m d'dtitude. Les échantillons sont prélevés stérilement a |’ aide des carottiers
meétalligues de 20 cm de longueur, stérilisés préalablement au four pasteur et bien fermés
dans les deux extrémités avec du coton cardé et du papier aluminium, puis transportés au
laboratoire, ou ils sont immédiatement traités aux fins d’isolement bactérien. Celui-ci est
réalisé comme suit :
1 g de chaque échantillon du sol est dissous dans 9 ml de PBS (Annexe 1). Des dilutions
décimales (10, 102t 10°%) sont effectuées. 1 ml de chacune de ces dilutions servira donc
ainoculer le milieu de gélose nutritive (Annexe 1) puisincubé a 30°C/ (2J-7J).
Des repiquages successifs sont ensuite effectués a partir des différentes colonies obtenues,
cela par ensemencement en stries jusqu’ al’ obtention de colonies pures.
En plus des quatre isolats sélectionnés, quatre souches bactériennes sont utilisées dans
cette études, il sagit de: Pseudomonas sp; Microbacterium sp SOLiBe; Bacillus sp
S7LiBe et Bacillus sp S6LiBe, de la collection du Laboratoire de Maitrise des Energies
Renouvelables: Equipe Biomasse et Environnement, universitt de Béaa La
revivification a été réalisée par repiquage dans le bouillon nutritif (Annexe I) suivi d'une
incubation & 30°C/24h.

Figure 2. Leslieux de prélévement des échantillons
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Ensemencement 30°C/48H
par mnondation a7 jours
—— J— —
S —_— '.-1:.!1I .-1-|I" x“"

lg de sol

’_l 10-1 GN
D T % Purification
— —
AT sur GN

9ml de solution PBS 10-2 GN
10-3 GN

Figure 3 : Etapes d’'isolement a partir des échantillons du sol.

|.1- Tests physicochimiques du sol

[.1.1. Humidité

Cest la perte au séchage d’'un produit frais (sol) a haute température jusqu’a
stabilité du poids (Mathieu et Pieltain, 2003). Pour cela, 2 g de chagque échantillon du sol
sont soumis ala dessiccation a 105°C jusqu’ al’ obtention d’ un poids constant. Les résultats
des taux d humidité sont donc déterminés selon I’ équation suivante :

L humidité (%) = (P1-P2) x100/ (P1-P3)ou ;
P1: Poidsinitial del’ échantillon et du creuset ;
P2 : Poidsfinal del’échantillon et du creuset apres sechage ;
P3: Poids du creuset vide.
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[.1.2. pH

Lamesure du pH est réalisée suivant le protocole de Mathieu et Pieltain (2003). Le
pH d'un sol est déterminé selon deux protocoles :
a. pH- eau (acidité effective), dans ce cas, 29 de terre tamisée sont séchés a 40°C pendant
15 a 20min et additionnés de 5ml d'eau déminéralisée, puis agitéset laisses au repos

pendant 2h. Ensuite, le pH du surnageant sera mesuré par un pH métre (HANNA HI12210).
b. L aciditétitrable ou deréserve:

Dans ce second cas, il s agit d’un échange avec une solution saline de KCI. Ou une
partie des ions H+ absorbés est échangée par des ions K+. Donc le méme test est répété en

remplagant le solvant qui est I’ eau déminéralisée par une solution de KCI a IN.

I1. Identification bactérienne:

L’identification préliminaire des colonies sélectionnées est essentiellement basée
sur les caractéristiques morphologiques et certains tests biochimiques- clés: (aspect
cultural), coloration de Gram, mobilité, recherche de la catalase et d’ oxydase, production
de H,S et d’autre gaz, voie d' utilisation du glucose, dégradation de citrate et réaction de

Voges- Proskauer, respectivement.

L’identification sur galerie biochimique APl 50CHB/E est effectuée pour lesisolats
S1 et S3 sélectionnés sur la base de leurs caracteres PGP (plant growth promoting) qui
semblent étre intéressants. Cette galerie comporte 50 tests révélant |'utilisation de
différentes sources de carbone. A partir des tubes du bouillon nutritif (5ml) ensemencés
avec une colonie pure de chaque isolat et incubés a 28°C/24h. 50 ul de la pré-culture sont
repris dans 5 ml du bouillon nutritif neuf et incubés & nouveau a 28°C/24h. Ensuite, la
suspension bactérienne est additionnée au réactif CHB/E. 100 pul du mélange (couleur
rouge) sont déposés dans chagque cupule de la galerie APl 50. Enfin, les galeries sont
incubées a 28°C, la lecture est réalisée apres 24 h et 48 h d'incubation sur la base de la
couleur apparue::
- Couleur rouge = résultat négatif, - Couleur jaune = résultat positif,

- Couleur noire = production H2S, - Couleur orange = résultat positif.
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[11. Recherchedespropriétésd’intérét agricole:
[11.1. Activités enzymatiques

Dans le but de déterminer |”utilité des isolats dans la fertilisation des sols et la lutte
contre les champignons phyto-pathogenes, plusieurs enzymes sont recherchées. L’ éude est

donc effectuée par |la méthode des cylindres d’ agar.

1).Détermination del’activité cdlulasique

L activité cellulasique est recherchée sur milieu de Carder (1986) contenanten g /I :
NaHPO, (6) ; KH2PO, (3) ; NaCl (0,5) ; NH4CI (1) ; Extrait de levure (3) ; CMC (5) ;
Agar (15). Les boites ensemencées sont incubées a 30°C pendant 7 jours. A la fin de
I"incubation, une solution aqueuse de rouge de Congo (1%) est ajoutée a la surface des
colonies (Nermeen et al., 2010). Apres 20 min, la surface est inondée par une solution de
NaCl a 1M puis conservée une nuit a 5°C (Jaradat et al., 2008). L’ activité cellulasique se

manifeste par |’ apparition d’ un halo clair autour des cylindres.

2).Dé&ermination del’activité estérasique et lipasique

Ces activités sont recherchées sur le milieu de culture décrit par Sierra (1957) qui
contient en g/l : peptone (10) ; NaCl (5) ; CaCl 2H,0 (0.1) ; Agar (18), le Tween 80 (1%,
v/v) est gouté pour révéler |’ activité estérasique, alors que le Tween 20 est utilisés pour
mettre en évidence |’ activité lipolytique. Le pH est gjusté a 7,4 (Carrim et al. 2006). Aprés
ensemencement, les boites sont incubées a 30C° /48h. La présence d’ une activité est

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

3).Détermination del’ activité chitinasique

Le milieu de culture suivant est utilisg, il est composé en g/l de : la chitine
colloidale : (0,6 - 0,8) ; K,HPO4 (2,7) ; KH2PO4 (0,3) ; MgSO47H,0 (0,7) ; NaCl (0,5) ;
KCI (0,5) ; Extrait de levure (0,13) ; Agar (15). L’incubation dure 7 jours au minimum a
30°C. L’activité chitinasique se manifeste par un halo transparent autour de ces disques
(Kopecny et al., 1996).
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4).Détermination del’ activité protéasique

La présence des protéases est révélée par le repiquage des cultures sur milieu
contenant en g/l : caséine pancréatique (5) ; Extrait de levures (2,5) ; Glucose (1) et Agar
(15). Le milieu est gjusté a pH 7. Parallélement, 100 ml d’ une solution du lait écrémé a
10% autoclavée (120°C/10 min) est préparée et gjoutée au milieu. Les bactéries ayant une
activité protéasique montrent un halo transparent autour des disques. (Bach et Munch,
2000)

5).Détermination del’ activité amylasique

La capacité des isolats a dégrader I’ amidon soluble est mise en évidence par un test
d activité sur gélose a base d'amidon. Le milieu contient en g/l : KNO;3 (0,5) ; K;HPO,
(1,0) ; MgS0O,4 (0,2) ; CaCl, (0,1) ; FeCl3 (0,001) ; amidon soluble (10) ; agar (15). Le pH
est gjusté a 7,2. Une solution de lugol est préparée comme suit : 1 g d’iodine cristallin, 2 g
de KI, 300 ml d’'eau distillée. Le tout est mélangé est laisse au repos puis filtré. Le milieu
est ensemenceé puis incubé a 30°C/48-72h. Aprés apparition des colonies, la solution de
lugol préalablement préparée est éparpillée sur la surface du milieu. Apres quelques
minutes du contact, I'excés est éliminé et les boites sont rincées a |'eau distillée.
L apparition d'une zone claire autour des disques indique la présence d'une activité
amylasique (Vinoth et al., 2009).

6).Détermination del’activité uréasique

Le milieu est préparé en gjoutant en g/ 950 ml d"eau distillée, peptone (1) ; glucose
(1) ; NaCl (5) ; NaoHPO, (1,2) ; KH,PO4 (0,8) ; rouge de phénol (0,012) ; Agar (15). Le
milieu est gusté a pH 6,8. Aprés autoclavage, 50 ml d'une solution durée a 40%,
préalablement stérilisée par filtration (porosité 0.22 um), est gjoutée au milieu. L’ activité
uréasique est traduite par la présence d’'un halo rose autour des colonies (Christensen,
1946).

7).Déermination del’ activité phosphatasique
L activité phosphatasique est effectuée sur le milieu Pikovskaya's agar (PKA)
contenant en ¢/l : extrait de levure (0;5) ; glucose (10) ; MgS0O,.7H,0O(0.1) ; Agar
(1,5) ;(NH4)2S04 (0,5) ; Cag(PO4)2 (5) ; NaCl (0,2) ; KCI (0,2) ; MnSO4.2H,0 (0,002) et
FeSO,.7H,0 (0,002).
14
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Le milieu est autoclavé 120°C/20 min, ensuite, 20 ml d'une solution du phosphate
tricalcique (10%) autoclavée est rgoutée. L’activité phosphatasique est révélée par
apparition d un un halo transparent autour des colonies (Sonam, 2011).

[11.2. Production de sidérophores

La recherche des protéines fixatrices du fer est réalisée sur le milieu Chrom Azurol
S Agar (CAS). Ce milieu est congtitué de quatre solutions préparées et stérilisées
separément (Alexander et Zubeer, 1991).Par la méthode de cylindre d’ agar.
La solution 1: Fe-CAS indicateur : 10 ml de ImM FeCl3.6H,0 préparés dans 10 mM HCI
sont mélangés avec 50 ml d'une solution aqueuse de CAS (1,21 mg/ml). Le mélange est
gjouté lentement sous agitation constante a 40 ml d’ une solution aqueuse d HDTMA (1,82
mg/ml).
La solution 2: Solution tampon: 30,24 g de PIPES sont dissout dans 750 ml d une
solution saline contenant 0,3g KH2PO,, 0,5g de NaCl et 1 g de NH,4CI. Le pH est gusté a
6,8 avec KOH a50% et 15g de gélose sont gjoutés.
La solution 3: Dans 70 ml d’eau distillée sont dissouts: 2g de glucose, 2g de mannitol,
493 mg de MgS0,.7H,0, 11 mg CaCl,, 1,17 mg de MnSO,4.H20, 1,4 mg H3BO3, 0,04 mg
CuS0,.5H,0, 1,2 de ZnSO,.7 H20 et 1 mg de NaoMnQ,4.2H,0.
Lestrois solutions sont autoclavées puis refroidies a 50°C.
La solution 4 : 30 ml de casamino-acide a 10% sont stérilisés par filtration.
Les solutions 2, 3 et 4 sont mélangées apres. La solution d’indicateur est gjoutée en dernier

lieu sous agitation pour mélanger lesingrédients.

[11.3. production d’acide indole acétique (AlA)

La production d’AlA (auxine) par les isolats bactériens est déterminée selon la
méthode de Bric et al (1991). Les bactéries sont inoculées dans le milieu LB (Annexe 1)
supplémenté de 0,5% de glucose et 0,5mg/ml de tryptophane puis incubées a 30°C/4 jours.
Apres centrifugation (SIGMA 1-14) a 10000 tr/min/20 min, 1,2ml du surnagent sont
récupéres et additionnés a 4,8 ml du réactif de Salkowsky (150 ml H2S0O4 98% + 250 ml
H20+ 7,5 ml FeCI3 0,5M). Le mélange est ensuite vortexé et gardé a température
ambiante pendant 20 minutes. L’ absorbance de la coloration rose apparue est mesurée au
spectrophotomeétre (UV mini 1240.SHIMADZU) a 530 nm.
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La concentration de I'AIA est déterminée par établissement d'une courbe
d éalonnage de I’ absorbance a 530 nm en fonction de la concentration d”AlA (Sigma

Aldrich) pur en pg/ml (annexe III).

[11.4.Activité antifongique:

1). Mise en évidence de |’ activité antifongique:

3 espéces différentes des champignons phytopathogénes sont testées : Botrytis
cinerea (souche de laboratoire de mycologieeUAMB-Algérie), Fusarium culmorum,
Aspergillus niger (Souches de Laboratoire de Microbiologie Appliqué). Les champignons
sont repiqués sur milieu gélose a I'extrait de Malt (Annexe 1), dans le but d obtenir des
cultures jeunes. Le test d'activité antifongique est réalisé selon la méthode décrite par
Sagahodn et al (2011). Un disque de champignon (7 mm de diamétre) est inoculé dans le
centre de la boite de Pétri contenant le milieu TSA (Annexe I). Trois disques d"une culture
jeune de chagque souche sont déposés chacun a une distance de 2,5 cm du champignon. Des
boites de Pétri ne contenant que le champignon cible sont préparées en paralléle pour servir
de témoins. Toutes les boites sont incubées a 25 + 2°C/5-7J. Selon la vitesse de croissance
du champignon.

Le pourcentage d’inhibition de la croissance (PGI) est mesuré en utilisant laformule
décrite par Saddiki, (1999) :

PG1% = KR-R1/KR x 100

Ou:
KR : Distance en mm entre le point dinoculation du champignon et la marge de la colonie
contenue dans le témoin.

R;: : Distance en mm entre le point d"inoculation du champignon et la marge de la colonie

contenue dans la boite de pétri traitée.

2). Analyse statistique desrésultats obtenus:

Les résultats obtenus ont fait I'objet d'une analyse statistique avec le logiciel
XLSTAT version 2009.1.02. Les méthodes statistiques utilisées sont : |"analyse de la
variance a deux facteurs et le test SNK de comparaisons multiples. Tous les tests sont
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réalisés avec un risque de %5. Ces analyses ont pour but d"évaluer | effet des deux facteurs

(souches et champignon) ainsi que leurs interactions.

Dans cette analyse les isolats sont nommés comme suit : S1, S2, S3 et 4
Les souches fournies par le laboratoire LMER sont nommeés: pseudomonas sp. (S5);
Bacillus sp. S6 LiBe (S6); Bacillus sp. S7 LiBe (S7) et Microbaterium sp. SOLiBe (S8).

5/ Tolérance aux métaux lourds

Les isolats bactériens obtenus sont testés pour leur résistance aux métaux lourds par
la méthode de dilution en gélose. Un milieu de gélose nutritive est additionnés a des
concentrations de (0,5; 1; 1,5; 2; 25 e 3 mM) en méaux lourds (K.Cr,O;, HgSO,,
CdS0,.8H,0, CoSO,, PhCl,), les boites ensemencées et incubées a 30°C. Latolérance aux
métaux lourds est déterminée par |'observation de la croissance des bactéries aprés
incubation (Sgjani et Muthukkaruppan, 2011).

6/ Production d"ammoniac (NH?3)

Les isolats sont testés pour la production d"ammoniac dans | eau peptonée. Une
culture jeune de 24 h est utilisée pour inoculer 5 ml d’eau peptonée puis incubée a
30°C/48h. 0,25 ml de réactif de Nessler sont gjoutés dans chague tube. Le résultat positif

se traduit par |"apparition d"une couleur jaune ou marron (Kavithaet al., 2013).
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|. Tests physico-chimiques du sol
[.1. Humidité
Les résultats des tests d” humidité sont regroupés dans le tableau suivant :

Tableau | : Lesvaleurs de | humidité des deux échantillons du sol.

E El E2
H(%) 16.5 9

Lateneur en humidité du sol est trés variable, tant point de vue spatial que point de
vue temporel, en raison de I'hétérogénéité des propriétés du sol, de latopographie ainsi que
ladistribution des précipitations et de I'évapotranspiration (Juglea, 2011).

La différence du pourcentage de I’humidité entre les deux échantillons du sol est due
principalement alarégion du prélevement. L’ échantillon (E1) présente un taux d’humidité
élevé avec 16,5%. L échantillon (E1) est un sol agricole plus riche en matiére organique et
en eau que |"échantillon (E2) qui présente un taux d’humidité de 9%. D’ apres Mathieu et
Pieltain (2003), les échantillons qui présentent une humidité de 1% sont des sols sableux et

7% sont des sols argileux et organiques.

[.2. pH

Les valeurs du pH des deux échantillons sont présentées dans | e tableau suivant :

Tableau Il : Lesvaleurs du pH-eau et pH-KCI des deux échantillons.

E El E2
pH eau 7.12 7.83
pH Kcl 6.76 6.52

Les valeurs du pH-eau sont supérieures aux valeurs du pH-KCI, ce qui confirme le
protocole expérimental suivi.

L’ acidité du sol est définie par la concentration en ions H* : I'acidité rédlle qui
correspond a la concentration en ions H+ libre existant dans la solution du sol, appelée
aussi pH-eau et I’ acidité titrable qui est représentée par les ions H+ échangeable (beaucoup
plus abondants) est mesurée par échange avec une solution saline (KCl) (Mathieu et

Pieltain, 2003). Les ions K+ s échangent avec les ions H+ qui n’éaient pas dissociés en
18
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solution aqueuse. La différence entre le pH eau et le pH KCI donne une idée sur I’acidité
potentielle. Le pH des échantillons est situé entre 6,5 et 7,5. D’apres Denis (2000), le sol
qui présente un pH situé entre ces deux valeurs est un sol neutre.

Par ailleurs, la diversité bactérienne tellurique est intrinséquement liée a 1’humidité
et au pH du sol. Les deux échantillons du sol prélevés présentent des valeurs d’humidité et

de pH moyennes favorables pour la croissance d’une large gamme de microorganismes.

I1. Identification bactérienne :

L’observation de 1’aspect cultural et morphologique des quatre isolats est réalisée
sur milieu TSA. D’autres observations au microscope optique sont aussi performées sur
ces derniers, a I’état frais et apres coloration de Gram (X100). Une galerie classique avec
un nombre limité de caracteres est aussi effectuée.

Les résultats obtenus sont illustrés dans le tableau et les figures suivants :

Tableau III : Caracteres biochimiques et physiologiques des quatre isolats

Souche hYi 852 83 S4
Forme des cellules Bacille Petit Bacille Bacille en chainette Petit Bacille
Gram + + + +
Mobilité Immobile Immobile Mobile Mobile
Catalase + + ++ +
Citrate + + ++ ++
Mannitol + + + -
RM - - - -
VP - + - -
Lactose - - - -
Glucose + + + +
H2S - - - +
Production de gaz - - - -
Oxydase + + + +
Indole + + - -

Figure 4 : Aspects des colonies obtenues sur milieu de culture GN
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Les résultats d'identification classique montre que les quatre isolats sont des
bactéries a Gram positif, leur aspect sous microscope et a I'éat frais montre des
différences de forme et de mobilité.

L’identification biochimique de S1 et S3 est effectuée sur galerie APl 50 CHBJ/E.
Apres 48 h d’'incubation a 28°C, le changement de couleur dans chaque cupule est noté

(Annexe I1), et les résultats obtenus sont illustrés dans e tableau suivant

Tableau 1V : Résultats des tests biochimiques des deux isolats réaisés sur API 50 CHB/ E.

La bactérie S1, assimile 65,30% des substrats testés : Glycérol, D-Ribose, D-
xylose,L-Xylose, D-Adonitol, Méthyl-BD-Xylopyranoside, D-glucose, D-fructose, L-
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sorbose, L-rhamnose, Dulcitol,D-sorbitol, Méthyl-a D-mannopyranoside, Méthyl-a D-
glucopyranoside, NacétylGlucosamine, Amygdaline, Arabutine, Esculine citrate de fer,
Salicine, D-cellobiose, D-maltose, D-tréhal ose,Amidon,Glycogene, Xyllitol, Gentiobiose,
D-turanose,D-Lyxose , D-tagatose, D-Fucose, L-fucoseD-Arabitol, L-Arabitol et
Potassium 5-cétogluconate.

Cependant, la bactérie S3 présente des réactions positives avec un taux de 79,59%
des substrats testés : Glycérol, Erythritol, galactose , D-glucose, D-fructose, D-mannose,
L-sorbose, L-rhamnose, Dulcitol, Inositol, D-mannitol, D-sorbitol, M¢éthyl-aD-
Mannopyranoside,Méthyl-aD-glucopyranoside,N-acétylGlucosamine, Amygdaline,
Arabutine, Salicine, D-cellobiose, D-maltose, D-lactose, D-Mélibiose, D-Saccharose, D-
Trehalose, Inuline, D-méézitose, D-raffinose, Amidon, Glycogene, D-saccharose
(sucrose), Xylitol, Gentiobiose, D-turanose, D-Lyxose, D-tagatose, D-Fucose, L-fucose, D-
arabitol, L-Arabitol et potassium 2-Cétogluconate.

Apres avoir comparé les résultats de la mini-galerie obtenus pour lesisolats S1, S2,
S3 et 4 a ceux de Garcia et al. (2005) ; Woo et al. (1996), Singh et al. (2010), et au
Manual de Bergey (Garrity, 2004), on a constaté que ces isolats pourraient étre affiliés au
genre Bacillus.

La majorité des résultats de I’ APl 50CHB/E des isolats S1 et S3 concordent avec
ceux obtenus avec (Tabli, 2012) pour la souche Bacillus S S15.

Garveba et al. (2003) ont montré que 95% des bactéries a Gram positif du sol
appartiennent au genre Bacillus : Bacillus mycoides, Bacillus pumilus, Bacillus
megaterium, Bacillus thuringiensis et Bacillus firmus.

[11. Recherche despropriétésd’intérét agricole

Plusieurs auteurs ont décrit les mécanismes d’amélioration de la croissance des
plantes par les PGPR.
Les quatre souches fournies du laboratoire et les souches isolées sont testées pour
rechercher divers caracteres promoteurs de la croissance végétale : activités enzymatiques
(cellulase, chitinase, estérase, lipase, amylase, urease et protéase), production de
sidérophores, solubilisation du phosphate, production d"AlA, tolérance aux métaux lourds

et effet antifongiques al’ égard des champignons phytopathogenes.
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[11.1. Activités enzymatiques
L'utilisation de bactéries productrices d enzymes d'intéré& agricole, afin
d’améliorer la disponibilité des nutriments pour la plante, a été largement étudiée par

plusieurs auteurs et présente beaucoup d’ avantages.

Tableau V : Résultats des différents tests d’activités enzymatiques appliqués sur les

bactéries sélectionnées :

Activité enzymatiques
Bactéries Cellulase | Lipase | Estérase | Protéase Amylase Phosphatase | Uréase Chitinase
Pseudomonas sp ++ ++ + - - + ++ +
Bacillus ++ ++ + ++ ++ - ++ +
sp S6LiBe
Bacillus sp ++ ++ +++ +++ ++ + ++ +
S7LiBe
Microbacterium sp + ++ ++ + + + ++ +
SOLiBe
S1 + + ++ + ++ + +++ ++
2 ++ + ++ + ++ + ++ ++
S3 - + - + + + + +
% - + + - - + + +

+: Activitéfaible; ++ : activité moyenne ; +++ : activité forte ; - : Pas d' activité enzymatique

D apres les résultats obtenus, les bactéries étudiées lors de ce travail produisent la

majorité des enzymes cibl ées.

Figure 5 : Images des résultats des tests d’ activités enzymatiques testés :

A : Protéase; B : Amylase; C: Lipase; D : Estérase; Uréase ; E : Chitinase; F:
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1). Activité cellulasique :
Pendant de nombreuses années, les bactéries dégradant la cellulose ont été ciblées

et caractérisees pour |'obtention de cellulases plus efficaces (Otgjevwo et Aluyi, 2011).

Les résultats obtenus montrent que I’ activité cellulasique est observée chez toutes les
bactéries testées a | exception de S3 et S4. D’ aprés Maki et al. (2011), Plusieurs souches
de Bacillus et de Microbacterium produisent les cellulases.

Otajevwo et Aluyi (2011) ont isolé plusieurs souches de Bacillus circulans et de
Bacillus subtilis productrices de cdlulases. Selon Lu et al. (2005), les espéces de Bacillus
jouent un réle important dans la biodégradation et |a bioconversion des composés de haut
poids moléculaires, Bacillus subtilis et Bacillus licheniformis sont fréqguemment signalées

parmi les especes cellulolytiques.

2). Activité estérasique et lipasique:

Les estérases et les lipases ont été mises en évidence, des 1901, chez des bactéries
telles que Bacillus prodigiosus, Bacillus pyocyaneus et Bacillus fluorescens, Pseudomonas
aeruginasa et Pseudomonas fluorescens (Fickers et al., 2007).

A I’exception de I"isolat S3, qui n"a montré aucune activité estérasique, toutes les souches
testées ont révélé des activités estérasique et lipasique importantes. Ce qui confirme que ce
sont des souches productrices d enzymes extracellulaires responsables de ce type
d activité.

D’aprés Sharma et al. (2001) ; Gupta (2004) ; Fickers et al. (2007), Les lipases sont
largement répandues chez les bactéries, les levures et les champignons filamenteux. Elles
sont aussi bien produites chez les bactéries Gram + (Bacillus et Saphylococcus) que les
bactéries Gram —(Pseudomonas). D’apres Ji et al. (2014), les bactéries du genre Bacillus
produisent des estérases et des lipases. (Honda et al., 2002 ; Ji et al., 2014) ont constaté
gue Microbacterium sp. posséde une grande activité estérasique.

La synthése des lipases et des estérases par les bactéries testées contribue a la dégradation
de la matiere grasse et par consequent, ces bactéries pourraient donc participer au

recyclage de la matiére organigue en fournissant les é éments nécessaires aux plantes.

23



Chapitrel | Résultats et Discussion

3). Activité chitinasique:
L’ activité chitinasique est observée chez les souches Pseudomonas Sp., Bacillus Sp
S7LiBe Bacillus $p. S6 LiBe, Microbacterium Sp. SO LiBe et lestroisisolats S1,S2 et S3.

Les micro-organismes produisant de la chitinase sont classés dans la catégorie des agents
de lalutte biologique contre différents types de mal adies fongiques des plantes (Bhushan et
Hoondal, 1998 ; Huang et al., 2005 ).

D’ aprés Gupta et al. (2012), les bactéries appartenant aux genres Bacillus et Pseudomonas
sont capables de dégrader la chitine. En plus des chitinases, Pseudomonas produit d’ autres

types d’ enzymes lytiques en |’ occurrence des protéases (Naik et Sakyhivel, 2006).

Peu d auteurs ont parlé de I’ activité chitinasique de Microbacterium sp. D’ apres
Quecine et al. (2008), la mgorité des souches de Bacillus Sp sont connues pour leur

activité chitinasique éleveée.

4). Activité amylasique:

Dans ce travail, 6 souches sur 8 se sont révélées productrices d amylase,
Microbacterium sp. SOLiBe, Bacillus sp. S6 LiBe, S1, S2 et S3. (Whipps, 2001 ; Siddiqui,
2005 ; Viollet, 2010) ont trouvé gque les Pseudomonas productrices d’ amylase stimulent la
croissance et la santé des plantes. A partir de nos résultats on peut conclure que
Microbacterium sp est capable de dégrader I’amidon en exprimant une forte production
d amylase.

La synthese des enzymes amylasiques par les bactéries du sol permet une dégradation de la
matiére organique dans la nature en fournissant des éléments minéraux que les plantes
exigent pour leur croissance. Shonkor et al. (2011) ont montré que les espéces 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, chitinases ...€tc.).

5). Activité protéasique:
Les protéases d’origine microbienne sont parmi les enzymes les plus secrétées

(Ningthoujam et al., 2009). La dégradation des protéines par les protéases microbiennes
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joue un role important dans le cycle d' azote au niveau du sol en le rendant disponible pour

les plantes et |es micro-organismes (Petit et Jobin, 2005).

L’ activité protéasique est observée chez toutes les bactéries testées sauf chez
Pseudomonas sp. et $4. On remarque que cette activité est beaucoup exprimée chez
Bacillus sp. S7 LiBe. Cette activité est aussi observée chez Microbacterium sp SOLiBe, ce
qui signifie que cette souche est capable de dégrader la caséine et les parois cellulaires

fongiques.

Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus par Thys et al. (2006) qui ont
constaté que la production de protéase par Microbacterium sp. est tres importante.
L’ activité protéasique peut avoir un effet plus poussé, elle influence indirectement la
synthése des auxines en libérant les acides aminés comme le tryptophane qui est le

précurseur de lasynthése de |’ AlA et d autres substances appariées (Mansour et al., 1994).

6). Activité uréasique:

Les souches et les isolats testés sont tous producteurs d’ uréase ou I’isolat Sl révéle
une forte activité. Ramesh et Mathivanan (2009) ont obtenu 208 isolats dont Bacillus sp
productrice de cellulase, protéase, amylase et uréase.

Il faut également signaler que les enzymes telles que les protéases, lipases, amylases et
cellulases sont d'intérét agricole remarquable a cause de leur implication dans la
fertilisation des sols par |a dégradation des polymeres organiques.

L’ uréase est une enzyme extracellulaire représentant 63% de I’ activité totale du sol, son
réle réside dans | hydrolyse de |’ urée pour produire le CO, et de I’ammoniac (NH3). Elle
est utilisée comme indicateur de la qualité du sol, car sa concentration est fonction du taux

de lamatiére organique (Martinez-Salgado et al., 2010).

7). Solubilisation du phosphate :

Le phosphate joue un role essentiel dans le transfert d’énergie nécessaire a la
croissance et |I’améioration du rendement agricole. C'est un élément indispensable pour
les besoins vitaux des plantes (Lindsay, 1979). Dans les sols agricoles, la dissolution des
phosphates inorganiques dans le sol est éroitement liée a I’ activité des microorganismes

(Richardson, 2001).
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Les résultats des tests d’ activités enzymatiques obtenus sur les isolats montrent que
I’activité phosphatasique est présente chez toutes les souches sauf chez Bacillus sp
S6LiBe.

Rivas et al. (2004) ont rapporté que Microbacterium ulmi sp. solubilise le
phosphate inorganique. Dans leurs travaux, (Rodriguez et Fraga, 1999 ; Hamdali et al.,
2008) ont constaté que Bacillus megaterium est le meilleur producteur du phosphate parmi
les souches du genre Bacillus. Qureshi et al. (2012) ont montré que Bacillus sp est
caractérisée par labiosynthese de | auxine et |a solubilisation du phosphate.

Gull et al. (2004) ont auss rapporté que les espéces du genre Bacillus et
Pseudomonas ont un grand potentiel de solubilisation de phosphate présent dans le sol.
Irving et Cosgrove (1971) et Singh et al. (2013) ont constaté que Pseudomonas solubilise

le phosphate en améiorant |a biodisponibilité des nutriments essentiels pour les plantes.

[11.2. Production de sidérophores

Tableau VI : Résultats de production de sidérophores :

Bactéries Pseudomonassp| Bacillussp | Bacillussp Microbacteriumsp| S1 | S2 | S3 |4
S6LiBe | S7LiBe SOLiBe

Production de| +++ +++ +++ + + |+ | -
Sidérophores

+: faible production;+++ : moyenne ;++++ : forte production ;- : Pas de production

Figure 6 : Résultats obtenus pour le test de production de sidérophores.

A partir des résultats obtenus, la souche Pseudomonas sp et I’isolat S3 se sont averés

de bons producteurs de sidérophores, Bacillus sp. S7LiBe marque aussi une production
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moyenne et une faible production pour S1 et S2 est remarqué par |e changement de couleur

bleue du milieu vers la couleur orange (fig.7), par contre I'isolat $4 ne possede pas ce
caractere.

Les résultats de cette activité sont en accord avec les résultats obtenus par Mezzaache
(2012) qui a montré que le genre Pseudomonas produit des sidérophores avec un
pourcentage de 100%. Alabouvette et al. (1998) et Chincholkaret al. (2007) ont rapportés
gue la production de sidérophores par Pseudomonas fluor escens appel és pseudobactines ou

pyoverdines réprime des mal adies causées par le genre Fusarium.

Les Pseudomonas produisent des sidérophores in vitro qui interviennent dans
I’dimination des maladies causées par les phytopathogénes comme Aspergillus niger
(Sindhu et al., 2010). Meyer et Abdallah (1978) ont rapporté que la synthese de
sidérophores est observée chez les souches: Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas
putida et Pseudomonas aureofaciens. D'apres Ji et al. (2014), la production des
sidérophores est observée chez les souches de Paenibacillus kribbensis, Bacillus
aryabhattai, Bacillus megaterium, Bacillus subtilis, Microbacterium binotii et

Microbacterium trichotecenol yticum.
[11.3. Production de phytohormone (AlA) :
Lesvaleursd AlA produit par chaque bactérie sont illustrées dans lafigure suivante.
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Figure 7 : quantitésd"AlA produite par les différentes bactéries testées

Il est bien établi que le mécanisme le plus important dans la stimulation de la
croissance directe des plantes par les PGPR est la production des régulateurs de croissance
(Baca et Elmerich, 2007). D apres Sandhya et al. (2009) environ 80% des bactéries
rhizosphériques sont capables de produire I’ AlA.

A partir de nos résultats on constate que toutes les bactéries testées sont
productrices d’AlA, mais avec des concertations déférentes. Les isolats S1, S2, S3 et $4
produisent I"AlA avec des quantités élevées (19,37 ; 14,85 ; 18,72 et 25,49 ug/ml), ce qui
confirme les résultats obtenus par Ji et al. (2014) qui ont montré que Bacillus subtilis;
Microbacterium binotii, Microbacterium trichotecenolyticum et Microbacterium
trichotecenol yticum sont des souches productrices d' AlA, et les résultats de Egamberdieva
et al. (2010) qui ont aussi révélé que les deux souches de Pseudomonas trivialis 3Re27 et
Pseudomonas extremorientalis TSAU20 produisent 12ug/ml et 10,1pug/ml d’AlA
respectivement.

La quantité de I"’AIA produite par I'isolat S4 est deux fois supérieures a celle
produite par les isolats S1, S2, S3 et Bacillus sp S7LiBe. D aprées Calvo et al. (2010) et
Tri-Wahyudi et al. (2011), la production d’ auxine et |’ effet stimulateur de la croissance des
plantes vont de paire, cet isolat pourrait donc étre un bon stimulateur de la croissance des
plantes.

La production de cette hormone est influencée par les conditions de culture, e stade
de croissance et par la disponibilité du substrat dans le milieu. Les bactéries productrices
d AlA stimulent la germination des graines, ladivision , I’ élargissement des cellules et des
tissus, I'expansion des feuilles et jouent un réle maeur dans |’élongation racinaire
(Egamberdieva, 2008 ; Maleki et al., 2010; Martinez -Viveros et al., 2010).

[11.4. L activité antifongique:
La recherche de nouvelles stratégies de lutte biologique pour inhiber la
croissance des micro-organismes phytopathogénes est devenue largement répandue, en

raison des préoccupations environnemental es.
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Plusieurs études ont montré que les champignons peuvent étre phytopathogenes et
causent des pertes considérables dans la récolte. Ces champignons ont attiré |’ attention des
chercheurs (Soylu et al., 2005).

De nombreux mécanismes sont impliqués dans I’ éimination des phytopathogenes
par les bactéries tels que la compétition vis- a vis du fer en produisant des sidérophores,
production d antibiotiques et des enzymes (chitinase et cellulase) (compant et al., 2005 ;
Mahmoud et al., 2008).

L es résultats obtenus sont présentés dans les figures, les tableaux et les graphes suivants.
Au terme de sept jours d’'incubation a 28°C, la mgjorité des souches ont manifesté
une action inhibitrice vis-a-vis de Botrytis cinerea, Fusarium culmorum et Aspergillus

niger avec des pourcentages variés (fig 8, tableau VI1I).

Tableau VII: Pourcentages dinhibition de la croissance des champignons

phytopathogene

Pour centage d’inhibition(%)

Souche bactériennes Botrytis cinerea Fusarium culmorum = Aspergillus niger

Pseudomonas sp 96,62+0,096 14,00£0,028 76,08+0,030
Bacillus sp S6LiBe 93,25+0,019 26,00+0,028 83,65+0,014
Bacillussp S7LiBe 98,65+0,019 68,00+£0,113 93,48+0,030
Microbactérium sp SOLiBe 97,30+0,0001 46,00+0,028 81,50+0,015
S1 98,510,021 69,00+0,014 84,75+0,030
S2 95,27+0,005 56,00+0,113 86,95+0,061
S3 95,95+0,019 18,00+0,028 82,39+0,033
A 98,53+0,001 14,00+0,028 82,39+0,033
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Figure 8 : Taux d'inhibition de la croissance des phytopathogéenes en présence des

bactéries testées

ASP : Aspergillus niger ; FUS: Fusarium culmorum; BC : Botrytis cinerea.

Lesrésultats de I’ analyse de la variance (ANOVA) (Tableau VI1II) montrent une

différence significative au niveau des activités antagonistes, souche (p< 0,0001),

champignons (p< 0,0001) et souche-champignons (p< 0,0001).

Tableau VIII : Effet de la souche, champignons et de I"interaction souches-champignons

sur le PGI%

Source DL Somme descarrés  Moyenne des carrés F Prof
souches 7 3726,598 532371 31,340 <0,0001
champ 2 29548905 14774452 869,759 <0,0001
souches*champ 14 4551,100 325,079 19137 <0,0001

Larésistance des champignons cibles varie par rapport aux souches. Cette

variation est démontrée par le test ANOVA de Newman-Keuls (SNK) (p< 0,05). (tableau

1X, fig 9).

Tableau | X : Classement des groupements homogenes (souches) obtenus par I’ analyse

statistique Test de Newman-Keuls (SNK p< 0,05).
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Modalité Moyenne estimée Groupes
S7 86,707 A
S1 84,083 A B
S2 79,407 B C
S8 74,832 C

S6
S3
s4
S5

67,633
65,447
64,973
62,233

O 0O OO0

Le groupe D représente | es bactéries ayant le plus faible effet antagoniste maisil constitue

un groupe tres homogene

120
S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 $1 52 S3 54 S5 S6 S7 S8
souches souches

Figure 9 : Graphigues des moyennes des PGl obtenus par |"analyse statistique : A ;
Souches, B ; Souches-Champignons.

Tableau X. Classement des groupements homogenes (champignons) obtenus par analyse
ANOVA de Newman-Keuls (SNK, p< 0,05).

Modalité Moyenne estimée Groupes
BC 96,758 A
AS 83,861 B
FS 38,875 C

D aprés le tableau suivant on constate que selon le champignon, le PGl est

nettement différent, il est meilleur avec Botrytis cinerea (96,785), moyen avec Aspergillus
niger (83,861%) et faible avec Fusarium culmorum (38,875).

La croissance de Botrytis cinerea a été fortement réduite en présence des souches

antagonistes, comparé au témoin non inoculé (fig 9). Siddiqui (2005) a révéle I’ effet de

Pseudomonas PsIN sur laréduction de la maladie de |la tomate causée par Botrytis cinerea.
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En revanche, la souche Pseudomonas sp et les deux isolats S3 et S4 présentent une
faible action antagoniste al égard de Fusarium culmorum. Tandis que Bacillus sp S6LiBe,
Bacillus sp S7LiBe, Microbacterium sp SOLiBe et les deux isolats S1 et S2 ont révélé une
activité inhibitrice moindre a I’égard de Fusarium culmorum comparée a celle observée

contre Botrytis cenerea (Fig. 9).

D’ aprés Fernando et al. (2005), Bacillus subtilis s est révélé comme un inhibiteur
de plusieurs espéces de Fusariumy compris Fusarium oxysporum. |l a éé découvert que
Bacillus subtilis synthétise I’ iturine qui est un antifongique destiné pour éiminer Fusarium
OXySporum.

De nombreuses souches de Bacillus sont aujourd hui utilisées dans la lutte
biologique grace a leurs substances antimicrobiennes et leurs enzymes (Killani et al.,
2011).

Le genre Pseudomonas et Bacillus sont largement connus pour leur activité
antagoniste a |’égard des bactéries et des champignons phytopathogéenes (Sindhu et al.,
2010).

Pseudomonas est connu par sa forte production de la chitinase et de la B-1,3-
glucanase qui dégrade la chitine et le glucane de la paroi cellulaire des champignons
phytopathogenes (Arora et al., 2007), ces especes sont également productrices de
métabolites a action antifongique (Haas et Défago, 2005)

L analyse dtatistique de I'interaction des champignons cibles avec les souches
testées montre que les interactions des Bactéries S7 (Bacillus sp. S7LiBe), $4 et S1 avec le
champignon Botrytis cinerea sont les meilleurs avec un taux d’inhébition de: 98.645,
98.530, 98.500 respectivement (Annexe V).

D aprés Intraet al. (2011) Bacillus sp présente une trés grande richesse en enzymes
hydrol ytiques impliquées dans |a dégradation des parois cellulaires fongiques. De plus, elle
produit différentes enzymes et sidérophores, son mode d’ antagonisme est |’ antibiose. Ce
genre produit divers antibiotiques comme: la bacillomycine, la fongicine et la
mycosubtiline, ces substances sont efficaces pour éiminer la croissance des pathogénes

cibles (Kim et al., 2008). Cette évidence permet de supposer la présence de telle substance
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antifongique responsable de la formation des zones d’inhibition entre la bactérie et les
champignons montrés dans cette étude.

Un bon agent de biocontrdle doit avoir un bon degré de persistance et d’ agressivité
al’ égard des pathogenes, mais, en méme temps il ne doit pas étre pathogéne pour la plante.

En effet, les Bacillus et |es actinomycétes sporulant répondent largement a ces criteres.

Plusieurs mécanismes ont été proposés pour expliquer I’ inhibition des champignons
phytopathogenes par Bacillus spp y compris la production d antibiotiques, la sécrétion
d’ enzymes hydrolytiques, la compétition pour les nutriments ou une combinaison de ces

mécanismes (Calvo et al., 2010).

Figure 10 : Images des résultats de test d antagonisme des différentes bactéries vis-a-vis

des champignons phytopathogénes
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[11.5. Tolérance aux métaux lourds:
Les résultats de la tol érance des bactéries aux métaux lourds sont illustrés dans
letableau XI.

Tableau XI : Résultats de latol érance des bactéries testées aux métaux lourds :

Une tolérance a 3 mM de tous les métaux |lourds est observée chez lamgjorité
des bactéries testées, une concentration allant jusqu’a 1mM n”a empéché la croissance

d aucune d entre dles.
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Latolérance des isolats sélectionnés au stress di aux métaux lourds est
meilleure, comparée a celle observée chez les souches (Pseudomonas sp, Bacillus sp
S6LiBe, Bacillus sp S7LiBe et Microbacterium sp SOLiBe).

Microbacterium sp SOLiBe montre une tolérance qui ne dépasse pas 1,5 mM
et cela pour tous les métaux lourds testés. Gunaseelan et Ruban (2011) ont bien démontré

gue Microbacterium sp résiste jusqu”a une concentration de 1,78 mM de K2Cr204.

Dans cette étude, les isolats S1 et S2 tolerent la présence de tous les métaux
lourds a 3mM. Alors que les deux autres résistent contre 3 mM de (K2Cr,O7 et HgSOy,) et 2
mM de (CdS0,4.8H,0, CoSO.et PbCl,). Des résultats similaires sont obtenus avec la
souche de Pseudomonas sp qui survit a une concentration de 3 mM pour tous les métaux

lourds al”exception de HgSO, ou la croissance est inhibée a2,5 mM.

Ces résultats sont confirmeés par les travaux de Kermanshahi et al. (2007) et
qui ont révélé la tolérance de Pseudomonas et Bacillus au cuivre (2,5 mM), et selon
Mullen et al. (1989), la résistance de Pseudomonas et Bacillus au cadmium était de |’ ordre
de 2 a25 mM. Gupta et al. (2012) ont mis en évidence la résistance de certaines souches
de Bacillus a des concentrations élevées en Cr (8 mM). Gunaseelan et Ruban (2011) ont

situé larésistance de Pseudomonas a 1,78mM de K>Cr,0x.

Quant a Bacillus sp S7LiBe, €ele peut résister jusqu'a 1,5 mM de K,Cr,0O5, ce
résultat est corroboré avec celui de Gunaseelan et Ruban (2011) qui ont montré que la

souche de Bacillus peut résister jusgu'a 1,78mM de K2Cr204.

I11.6. Production d’ammoniac

Tableau XI1 : Résultats de production de L’ ammoniac :

Bactéries | Pseudomonassp | Bacillus sp Bacillus sp Microbactériumsp | S1 | S2 | S3 [ SA4

S6LiBe S7LiBe SOLiBe

Production + +++ +++ +++ +++ ++ e
d’ammoniac
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La production d’ammoniac est un autre critére important des PGPR qui influence
indirectement la croissance des plantes. Les genres Bacillus et Pseudomonas sont de bons
producteurs d ammoniac (Ahmad et al., 2008).

Le test de production d’ammoniac montre que toutes les bactéries testées le produisent.
D’ aprés Kavitha et al. (2013), la production d‘ammoniac a é&é considérée comme un
meécanisme de biocontréle, dont 80% de ses isolats ont produit I’ammoniac et ou toutes les
souches de Pseudomonas sp et de Bacillus sp se sont révélées productrices d’ammoniac.
(Yadav et al., 2010; Kannapiran et Ramkumar, 2011) ont trouvé que Pseudomonas
aeroginosa, Pseudomonas putida, Bacillus sp et Bacillus subtilis expriment des résultats

positifs de production d'ammoniac.
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Conclusion et per spectives

Bien que | application des PGPR ait une importance majeure dans |“agriculture, elle

reste toujours insuffisante devant |”utilisation des pesticides et des engrais chimiques.

Dans cette étude, deux échantillons du sol sont prélevés d"une maniere aléatoire de
larégion d’ Akbou de la wilaya de Bejaia. Ces échantillons ont fait I’ objet d’ un isolement

de bactéries d’intérét agricole.

Quatre isolats ont été sélectionnés et purifiés sur la base d’'une observation
macroscopique. En plus de ces derniers, quatre souches bactériennes provenant de la

collection du laboratoire (LM ER) sont parallelement étudiées.

Les résultats des tests d' activités enzymatiques, synthése des lipases, estérases,
chitinases, cellulases, amylases, uréases et protéases ainsi que la solubilisation du
phosphate, la synthese des sidérophores, la tolérance aux métaux lourds et la production de
phytohormones (auxine) ont permis de montrer I'intérét des bactéries testées en
agriculture.

L’identification des quatre isolats est effectuée par laréalisation d"une mini-galerie.
Alors que | identification biochimique sur galerie APl 50CHB/E est effectuée pour les
isolats S1 et S3. Cestests ont permis d affilier cesisolats au genre Bacillus.

En plus de leurs richesses en différentes métabolites, ces bactéries se sont révélées

inhibitrices de la croissance de certains champignons phytopathogenes.

Ces résultats ont permis de constater que les bactéries étudiées seraient capables de

stimuler la croissance végétale, de contréler larhizosphére de fertiliser et dépolluer e sol.

A I’issue de ce travail, nous émettons quelques réflexions et recommandations sous forme

de perspectives pour I’amélioration de I’ utilisation des isolats obtenus :

v" I"identification génotypique desisolats ;

v Réaliser des Tests de stimulation de la croissance des plantes ;

v" Production d"autres phytohormones comme les gibbérellines et les cytokinines;
v Rédliser des tests d’ antagonisme in vitro et in vivo avec d"autres champignons ;
v Déterminer leurs modes d’ action dans |’ activité antifongique ;

v Essayer d extraire et d’identifier les molécules impliquées dans la lutte biologique.
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Annexes

Annexe |. Composition des milieux de culture utilisés (pour un litre de milieu) :

> Bouillon Nutritif :

Composition Quantité(g)
Peptone 10
Extrait deviande 5
Chlorure de sodium 5
pH 7.2

> Bouillon PBS:

Composition Quantité (g)
NaCl 18
KCI 0.2
Na2HPO4 144
KH2PO4 0.24
pH 7
» GNO
Compositions Quantité (g)
Peptone 5
Extrait delevure 2
Extrait deviande 1
NaCl 5
Agar 18
pH 7.5
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» Milieu TSA:
Compositions Quantité (g)
Peptone de Caséine (pancr éatique) 15
Peptonede soja 5
Chlore de sodium 5
Agar 15
pH 74
» Milieu LuriaBertani (LB):
Compositions Quantité (g)
Tryptone 10
Extrait delevure 5
NaCl 4
Agar
pH 7.4

Tous les milieux sont stérilisés par autoclavage a 120°C /20minutes

> Agar al’extrait de malt :

Compositions Quantité (g)
Extrait de malt 30
Peptone mycologique 5
Agar 15
pH 54+ 0,2

,,,,,
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Annexe | l. Résultats de I’ identification sur galerie APISOCHB/E des deux isolats S1 et S3

Sl 3

Annexelll. Courbe d’ étalonnage d’ Acide Indole Acétique (AIA) a530nm
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AnnexelV.Lamatricedesrésultatsde PGl % tellequ’ilssont saisissur XLSTAT

souches champ diam
S1 BC 100
S1 BC 97
S2 BC 94,6
S2 BC 95,94
S3 BC 94,6
S3 BC 97,3
sS4 BC 98,46
sS4 BC 98,6
S5 BC 97,3
S5 BC 95,94
S6 BC 91,9
S6 BC 94,6
S7 BC 100
S7 BC 97,29
S8 BC 97,3
S8 BC 97,29
S1 FS 68
S1 FS 70
S2 FS 64
S2 FS 48
S3 FS 16
S3 FS 20
sa FS 16
sS4 FS 12
S5 FS 16
S5 FS 12
S6 FS 28
S6 FS 24
S7 FS 76
S7 FS 60
S8 FS 44
S8 FS 48
S1 AS 86,9
S1 AS 82,6
S2 AS 91,3
S2 AS 82,6
S3 AS 80
S3 AS 84,78
sS4 AS 80
sS4 AS 84,78
S5 AS 73,9
S5 AS 78,26
S6 AS 82,6
S6 AS 84,7
S7 AS 91,3
S7 AS 95,65
S8 AS 80,4
S8 AS 82
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Annexe V: Classement des groupements homogenes (Souches-champignons) obtenus par
analyse ANOVA de Newman-Keuls (SNK p< 0,05).

Modalité Moyenne estimée Groupes
souches-S7¥champ-BC %645 A
souches-S4*champ-BC %50 A
souches-S1¥champ-BC %500 A
souches-S8*champ-BC 97295 A B
souches-S5¥champ-BC %60 A B C
souches-S3*champ-BC 95950 A B C
souches-52*champ-BC 9520 A B C
souches-S7*champ-AS 93475 A B C D
souches-S6*champ-BC B350 A B C D
souches-52*champ-AS 86950 A B C D £
souches-S1*champ-AS 84750 A B C D £
souches-S6*champ-AS 83,650 B ( D £
souches-S4*champ-AS 82,390 ( D £
souches-S3*champ-AS 82,390 C D 3
souches-S8¥champ-AS 81,200 D 3
souches-S5¥champ-AS 76,080 3 F
souches-S1¥champ-FS 69,000 F
souches-S7¥champ-FS 68,000 F
souches-S2¥champ-FS 56,000 G
souches-S8*champ-FS 46,000 H
souches-Se¥champ-FS 26,000 |
souches-S3*champ-FS 18,000 |
souches-S5¥champ-FS 14,000

souches-S4*champ-FS 14,000




Résumeé: 4 isolats (S1, S2, S3 et 4) obtenus a partir de 2 échantillons du sol (Akbou- Bejaia) et 4
souches bactériennes de la collection du laboratoire (LMER) (Pseudomonas sp., Bacillus sp.S6LiBe,
Bacillus sp.S7LiBe et Microbacterium sp.) ont fait |I’objet de la recherche des caractéres promoteurs
de la croissance des plantes. Des activités enzymatiques (cellulase, protéase, amylase, chitinase,
uréase, estérase et lipase), production d'AlA et de sidérophores; solubilisation du phosphate ;
tolérance aux 5 métaux lourds (K,Cr,O; HgSO, CdS0O,.8H,0, CoSO.et PbCl,) et I"activité
antifongique sont ciblés. L’ identification biochimique des bactéries est effectuée sur mini- galerie, a
I"exception des 2 isolats (S1 et S3) qui sont étudiées sur galerie biochimiques APl 50CHB/E. Les
résultats obtenus ont révélé que les 8 bactéries étudiées produisent la majorité des enzymes,
solubilisent le phosphate, excepté Bacillus sp.S6LiBe. Ces bactéries produisent I'AIA (ug/ml) : S1
(19,37), S2 (14,85), S3 (18,72) et A (25,49), Pseudomonas sp. (6,46), Bacillus sp.S6LiBe (1,62),
Bacillus sp. S7LiBe (18,74) et Microbactérium sp. (5,75). Ces microorganismes produisent également
des sidérophores, sauf |"isolat 4. Une tolérance & 3 mM de tous les métaux lourds est observée chez la
majorité des bactéries testées et une concentration alant jusqu’a 1mM n’a empéché la croissance
d aucune dentre eles. Une bonne activité antagoniste contre Botrytis cinerea et Aspergillus niger
avec des PGI>76% est bien observée chez les 8 bactéries. Alors que les PGl observés contre Fusarium
colmorum sont plus faible 12%-69%.

Mots-clés: Rhizosphére, PGPR, biocontrole, AIlA, Sidérophores, Solubilisation de phosphate;
M étaux lourds.

Abstract: Four isolates (S1, S2, S3 and $4) obtained from two soil samples ( Akbou - Bgjaia) and
four bacterial strains of the laboratory Mastery energy renewable collection (Pseudomonas sp.,
Bacillus sp., S6LiBe, Bacillus sp., S7LiBe and Microbacterium sp.) have been subjected to research
plant growth promoters characteristics . Enzyme activities ( cellulase , protease, amylase , chitinase ,
urease , esterase and lipase ), IAA and sidérophores production ; phosphate solubilization ; tolerance
to 5 heavy metals ( K2Cr207 , HgSO4 , CdSO4.8H20 , CoSO4et PbCl2 ) and antifungal activity are
targeted. The biochemical identification of the bacteriais carried out on mini - gallery, except the two
isolates (S1 and S3) which are studied on biochemical API gallery 50CHB / E. The results revealed
that the eight bacteria tested produce the majority of the searched enzymes and solubilize phosphate
except Bacillus sp.S6LiBe. These bacteria produce IAA (pug/ ml) : S1(19,37), S2 (14,85), S3 (18,72)
and $4 (25,49), Pseudomonas sp. (6,46), Bacillus sp.S6LiBe (1,62), Bacillus sp. S7LiBe (18,74) and
Microbactérium sp. (5,75) . These microorganisms also produce siderophores, except the isolate 4. A
tolerance of 3 mM of all heavy metals is observed in the mgjority of the tested bacteria and
concentrations of up to 1 mM did not inhibit the growth of any of the tested strains. A good
antagonistic activity against Botrytis cinerea and Aspergillus niger with a PGl > 76% observed the
eight bacteria. While the PGl observed against Fusarium colmorum are lower than 12% -69 %.

Keywords: Rhizosphére, PGPR, biocontrol, 1AA, Sidérophores, Phosphate solubilization; Heavy
Metals
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