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Introduction

Le sol est le siege de compétition microbienne due a la richesse biologique trés variée, la
flore microbienne y est trés varié ; elle comprend des champignons, des protozoaires, des
algues, des virus exercant divers effets influencant le développement des plantes. Ils peuvent
également améliorer leur compétitivité et leur réponses aux facteurs de stress externes
(Kloepper, 1992 ; Glick, 1995). Certains sols ont la capacité de réprimer I’expression de

maladies en impliquant fréquemment des bactéries non-pathogenes (Cook et Rovira, 1997).

Parmi les bactéries qui colonisent la rhizosphére, les PGPR (Plant Growth Promoting
Rhizobacteria) possedent plusieurs facteurs caractéeristiques intrinseques qui les rendent
particulierement intéressantes en vue de leur utilisation comme agents de lutte biologique,

néanmoins les bactéries sont les représentants les plus importants quantitativement.

L’ampleur de cette compétition s’intensifie au voisinage des racines ou zone rhisosphérique
de par I’apport de substrats carbonés par la plante. Les microorganismes rhizosphériques, en

géneéral, exercent en tant qu’agent de lutte biologique.

Ces souches bactériennes présentant pour la plupart des propriétés antagonistes vis-a-vis des
champignons pathogénes ont trés vite acquis un statut de vedette comme agent de lutte

biologique et constituent une alternative prometteuse aux engrais chimiques et aux pesticides.

Les mesures de controles alternatif telle que 1’utilisation d’antagonistes sont nécessaires et
ont besoin d’étre explorés. Cette stratégie est basée sur 1’utilisation de microorganismes qui
ont soit un potentiel inhibiteur de 1’agent causal, soit I’habilité d’accroitre le mécanisme de
défense de la plante (Piga et al., 1997 ; Lakrin et Fravel, 1998 ; Benhamou et Nicole, 1999 ;
De Boer et al., 1991 ; Chérif et al ., 2002 ; Silva et al., 2004).

Parmi les antagonistes qui regnent dans les sols saturés en microflore équilibrée pour le
milieu et le biotope, on rencontre presque toujours des espéces du genre Pseudomonas et
Bacillus, ces microorganismes ont une grande capacité a produire des substances
antimicrobiennes et a entrer en competition spatiale et nutritionnelle avec les agents
phytopathogénes. Le contrdle des phytopathogénes de maniére biologique est plus avantageux

pour 1’environnement en comparaison avec le contrdle chimique (Nautiyal, 2001).

C’est dans cette optique que s’inscrit notre travail dont I’objectif principal consiste a ;
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e La revivification et la ré identification d’une collection de souches de Pseudomonas
spp. fluorescents et Bacillus sp. isolées préalablement a partir du sol rhizosphérique de
trois plantes cultivées a savoir les néfles, la pomme de terre et ’orge.

e La recherche de quelques enzymes a effet hydrolytique tels que: les lipases, les
amylases, les cellulases, les caséinases et les chitinases.

e L’étude du pouvoir de production de I’acide indole acétique et de I’acide
cyanhydrique a effet PGPR.

e [’effet antagoniste des différentes souches étudiées des deux genres Pseudomonas
spp.fluorescents ainsi que Bacillus sp. contre Verticillium dahliae agent de la

verticilliose.

Pour mener a bien notre étude, il a semblé nécessaire de présenter dans le chapitre 1, le genre
Pseudomonas et Bacillus ; les métabolites secondaires produits par les deux genres et leurs

utilisation dans le domaine de la lutte biologique.

Nous avons présenté dans le second chapitre le matériel et la méthodologie adoptée pour notre

étude.

Enfin, le troisieme chapitre comprend les résultats et les discussions relatives a chaque
parameétre étudié et en dernier une conclusion générale et quelques perspectives relatives a

notre travail.
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I. 1. Diversité Microbienne du sol

Le sol supporte une large proportion de la biodiversité terrestre. 11 héberge en effet une grande
diversité d’organismes dont la plupart sont responsables de processus de biotransformations et
de transfert des composés. Cette diversité biologique est assurée par des organismes tres
variés (bactéries, champignons, protozoaires, faunes). Les activités des organismes du sol sont

concentrées dans des sites genéralement associés a la disponibilité en substrats carbonés.

C’est ainsi que les habitats microbiens sont associés aux fractions organiques, aux agrégats, a
la litiere en décomposition, au sol influencé par les vers de terre et au contact étroit des
racines (rhizosphere) (Lynch,1990).Le terme rhizosphere tire son origine du grec « rhizo »
signifiant « racine » et « sphére » le champ d’action ou d’influence (whippes, 2001 ;
Lutenberg etKamilova, 2009).

Les bactéries sont les organismes les plus dominants dans le sol, et représentent en moyenne
6.10%Cellules par gramme de sol. On définit alors les bactéries associées aux racines des
plantes comme les rhizobactéries. Celles-ci sont hétérotrophes typiques, trés compétitives
capables de coloniser le systéeme racinaire riche en éléments nutritifs, tout au long du cycle de

développement de la plante (Kloepper, 1993).

Les PGPR (Plant Growth Promoting Rhizobacteria)sont des bactéries phyto-bénéfiques
interagissant avec la plante sous la forme d’un systéme associative, c’est-a-dire une
interaction facultative. Leur habitat privilégié est la rhizosphere ; méme si certaines souches
dites endophytes sont capables de coloniser I’intérieur des plantes ainsi que les parties
aériennes épiphytes (Kanchana et al., 2013)

Les PGPR les plus fréquemment identifiées sont des Pseudomonas spp fluorescent ; mais
comptent aussi des Bacillus, Azotobacter, Enterobacter et serratia spp. (Kloepper., 1980 ;
Ahelad et Kibret, 2014).

. 2. Lutte biologique

La lutte biologique peut étre définie comme étant l'introduction d'un ennemi naturel a un
ravageur/pathogene donné pour réduire les dommages causés par ce dernier. Les ennemis
naturels ainsi que les ravageurs/pathogénes sont de plusieurs natures : plantes, insectes,
nématodes, champignons, bactéries, virus, etc. (Baie et coll., 2008). Un biopesticide est
composé d'un organisme vivant (Plante, nématode, bactérie, champignon ou virus) ou d'un
produit dérivé de cet organisme, qui est utilisé pour supprimer ou réprimer un

3
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ravageur/pathogene (Thakore, 2006). Plusieurs biopesticides ont pour principes actifs des

microorganismes antagonistes.

1.3. Mécanismes d'action des microorganismes antagonistes

Les microorganismes peuvent exercer une activité antagoniste selon différents mécanismes
incluant: la compétition, les interactions directes cellule a cellule, 1’antibiose, la dégradation
des signaux de quorum sensing (QS), et les actions sur la résistance de I'h6te (Figurel). La
Competition consiste en «la consommation ou le contrdle de lI'acces a une ressource comme
les nutriments, I'espace ou tout autre facteur dont la disponibilité est limitée» (Widden,
1994). Cette compétition peut se faire entre autres par la création de barriéres Physiques
(Biofilms) ou la sécrétion des sidérophores permettant la capture du fer.
Certains microorganismes sont des hyperparasites et interviennent directement sur le
phytopathogéne en le parasitant. D'autres microorganismes sont capables d'induire une
résistance systémique ponctuelle (Résistance systémique induite) ou encore une résistance
plus permanente (Résistance systémique acquise) chez les plantes hdtes. Récemment des
étudesont montré I'existence d'un mécanisme permettant d'interférer dans la communication
intercellulaire essentielle a la pathogénicité de certaines bactéries(QS) (Montesinos et coll.,
2009).Un microorganisme donné peut exercer une activité antagoniste en utilisant plusieurs

mécanismes a la fois.
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Figurel : Mécanismes d'action des agents de lutte biologique (Adapté de Montesinos et coll.,
2009).

1.3.1. Antibiose

L'antibiose est définie comme «l'inhibition d'un organisme par le produit métabolique d'un
autre organisme» (Cook et Baker, 1974). Les produits métaboliques sont de différentes
natures comme des enzymes lytiques, des peptides ou protéines antimicrobiens, des
polyketides, des composés phénoliques, des biosurfactants etc. Ils sont classés en deux

catégories selon leur volatilité (Fernando et coll., 2006).

» Composés non-volatils

» Composés volatils

I.4. Les bactéries d’intérét dans la lutte biologique :

Les espécesbactériennes antagonistes appartiennent aux familles des Enterbacteriaceae,
Pseudomonadaceae et Bacillaceae,les trois familles appartiennent au sous-embranchement
des eubacteriales.Les deux premieres font partie de la classe des asporulales, par contre le
dernier fait parti de la classe des sporulales (Pervot, 1961). Parmi ces bactéries antagonistes ;

les deux genres Bacillus et Pseudomonas sont les plus utilisées et les plus répandus.



Chapitre | Partie bibliographique

I .4.1. Pseudomonas spp.fluorescents :

Le genre Pseudomonasest un grand groupe bactérienparticuliérementimportant, ils sont
ubiquitaires rencontrées dans différentes niches ecologique comme les sols, les racines des

végétaux, sur les plantes, et dans les eaux douces et marines.

Ces bactéries Gram négatives, non sporulantes, sont aérobies obligatoires, a 1’exception de
certaines pouvant utiliser le nitrate (NO3-) comme accepteur d’électrons. Leur mobilité est
assurée par plusieurs flagelles polaires, et elles ont un métabolisme mesophile et
chimioorganothorphe, la plupart étant saprophytes (Bossis et al., 2000). Quelques especes
comme P. syringae, sont phytopathogénes et certaines peuvent causer des infections chez
I’humain.ParticuliérementP. aeruginosa reconnu comme pathogéne opportuniste et 6 causant
des infections pulmonaires mortelles chez les patients atteints de fibrose kystique Plusieurs
études ont souligné le haut degré de diversité au sein de P. fluorescents, ce qui a mené a la
subdivision de cette espece en différents biovars (Bossis et al., 2000). Dans le sol, les
Pseudomonas représentent une grande fraction de la communauté microbienne partageant leur
milieu avec des commensaux représentant principalement les genres Bacillus et Actinomyces.
Elles ont une grande capacité a coloniser les racines et a y maintenir une forte densité de
population remarquable (Haas et Keel 2003). Cette grande rhizocompétence vient sans doute
de leur taux de croissance plus élevé que celui de la plupart des autres rhizobactéries et de leur
capacité amétaboliser efficacement plusieurs composés des exsudats racinaires (Chin-A-
Woeng et al. 2002). De plus, ces bactéries sont tres faciles a isoler et a cultiver au laboratoire.
L’espéce P.fluorecens, est connue par son aptitude a inhiber la croissance d’un grand nombre
d’agents phytopathogénes in vitro, cela se fait selon plusieurs mecanismes incluant la
production d’une large gamme de métabolites antagonistes et de sidérophores. Ces derniers
permettent de compétitionner farouchement 1’acquisition du fer. Mais dans la plupart des cas
d’inhibition, le facteur déterminant est la production d’antibiotiques qui agissent directement

sur ’agent pathogene.
1.4.1.1. Classification

Durant ces derniéresannées, la classification des bactéries du genrePseudomonas a beaucoup
changé. Actuellement elle repose sur des critéresphénotypiques, génotypiques et sur la
comparaison des génes codant les ARN ribosomaux, permettant de classer une quarantaine
d’especes dans le genre Pseudomonas. Les especesP.fluorecens et P. putida sont subdivisees,

respectivement, en cing biovars (1 a 5) et en deux biovars (AetB) (Achouak et al., 2000). Ces
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travaux sur la taxonomie de P.fluorecens et P. putida montrent que la définition de ces
especes est obsoléte, et qu’elles devraientétredivisées en plusieurs espéces (Bossis et al.,
2000). La classification de la taxonomie de P.fluorecens et P. putida requiert des recherches
complémentaires qui associent des méthodes phénotypiques récentes, et génotypiques
(Palleroni, 2010). Selon Kim et al (2009), la classification de Pseudomonasspp.fluorescents

est comme suit :

Tableau 1 Classification de Pseudomonas sp.

Regne Bacteria
Embranchement Proteobacteria

Classe Gamma proteobacteria
Ordre Pseudomonadales
Famille Pseudomonaceae
Genre Pseudomonas

Espéce Pseudomonas sp.

1.4.1.2. Caractéristiques des Pseudomonas spp. fluorescents :
a. Caractéristiques morphologiques :

Les bactéries de genre Pseudomonas sont des bacilles a Gram négatif, des batonnets droits ou
faiblement incurvés de 0,5 a 1 um de diametre sur 1,5 a 5 um de long (prescott et al.2003)
non sporulés, genéralement mobiles grace a une ciliature polaire multitriche, rarement
immobiles. La taille du génome du groupe Pseudomonas fluorescents varie d’environ 6,4 Mb
a 7,7 Mb (Paulsen et al.,2005, Silby et al., 2009 ) pas de différence significative dans la
structure du peptidoglycane de la paroi Les cellules de Pseudomonas fluorescents cultivées en
condition de stress nutritif s’allongent de maniére a & former de longs bacilles de faible

largeur(Figure 2).
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Figure 2: cellule de Pseudomonasspp. fluorescent observée au microscope électronique
(http://evolutionexplained.com/category/mutations/)

b. Caractéristiques biochimiques et physiologiques

Le test de catalase et oxydase est le plus souvent positive, elles sont incapables de fermenter
le glucose. Mésophiles, chimio-organotrophes puisqu’elles peuvent croitre dans un milieu
minérale ne contenant qu’une seule source de carbone. La temperature optimale pour la
croissance des especes saprophytes est située entre 28°C et 30°C. Toutes les especes de ce
genre ne peuvent croitre a pH inferieur a 4.5 (Palleroni, 1984).Certaines populations de
Pseudomonas spp. fluorescents ont la possibilité de dissimiler 1’azote Cette dissimilation est

plus ou moins compléte selon le groupe taxonomique considéré (Matsubara et Zumft, 1982).

Ces bactéries ont une longévité faible en culture méme a 4°C, tous les modes de
conservation possibles sont proposés : Lyophilisation, eau distillé stérile avec une anse de
culture a température ordinaire de 18°C (Pseudomonas phytopathogénes), gélose inclinée
avec huile de paraffine, surface d’une gélose molle, tube a vis comme pour les

Entérobactéries, congélation.

1.4.1.3.LesPseudomonas spp. fluorescents et la lutte biologique :

La finalité de la bactérisation est d’augmenter le rendement des cultures. Seules certaines
souches semblent présenter cette capacité (Weller, 1983). Elles ont été appelées « Plant
Growth Promoting Rhizobacteria » (PGPR) par (Kloepper et Schroth, 1993).L’augmentation
du rendement d’une culture bactérisée résulte de 2 effets bénéfiques principaux : la
stimulation de croissance des plantes et la protection des plantes contre les maladies d’origine
tellurique. D’autres effets bénéfiques ont également été décrits. Ainsi certaines souches de

Pseudomonas stimulent la germination des graines.
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D’autres influencent positivement les interactions entre les microorganismes symbiotiques

(Rhizobium, Bradyrhizobium ; champignon mycorhiziens) et la plante hote (Figure3).

7
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Figure 3: Représentation schématique décrivant les interactions entres plantes et bactéries
coopératives (PGPR) dans la rhizosphere
(http://www.ecologiemicrobiennelyon.fr/IMG/jpg/fig_PGPR.jpg).

1.4.1.4. Les métabolites secondaires produits par le groupe fluorescents des
Pseudomonas :

1.4.1.4. 1. Les sidérophores :

Le mot sidérophores, issu du grec, signifie sideros : fer et phore : porteur. L’utilisation des
sidérophores représente chez les bactéries 1'un des systémes les plus efficaces pour
I’acquisition du fer. Ce sont des métabolites secondaires de faible poids moléculaire, compris
entre 200 et 2000 daltons, dont le role est de solubiliser, de chélater et d’extraire le fer
ferrique de nombreux complexes minéraux ou organiques et de le rendre ainsi accessible aux

microorganismes (Neilands, 1995).

Actuellement plus de 500 composés de structures chimiques différentes ont été definis
comme sidérophores. Ils sont toujours caractérisés par un, deux ou trois groupes chélatant
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bidentés, généralement oxygénés, cruciaux pour la formation de complexes
octaédriqueshexacoordonnés tres stable entre le sidérophores et le fer ferrique, qui
permettront de capter le fer. Par contre la nature des groupements chimiques chélatant le fer
est assez restreinte (Winkelmann, 2002). Ainsi les sidérophores peuvent étre classifiés selon

les groupes fonctionnels qu’ils utilisent comme ligands du fer (Winckelmann, 2002)

Ces groupes peuvent étre des cathécolates, hydroxamates, carboxylates ou des phénolates
(Figure 4). On trouve plus rarement des hydroxyacides comme la rhizobactine. Du fait de la
forte oxygénation des groupes chélatant, le Fe** est plus oxophile que le Fe**, reste la forme
de fer pour laquelle le sidérophores a généralement la plus grande affinité. Les sidérophores
peuvent étre composés de groupes chélatant identiques, mais sont plus fréquemment
mixtes.La steechiométriesidérophores : fer est variable, et est en fonction du nombrede

groupes chélatant portés par le sidérophores.

Catecholate Type Phenolate Type
I i n!‘" ol O
NJ)L I b ’ B Cw a i Nj/ls\H
JY\II\W_ JNWNW d«zj)\u Z 1 S < §_<,S N #
Enterobactin Vibriobactin Yersiniabactin Pyochelin
(enteric bacteria, (Vibrio cholerae) (Yersinia pestis, (Pseudomonas
Streptomyces spp.) Yersinia enterocolitica) aeruginosa)
Hydroxamate Type Carboxylate Type
coom
(C:.:"::QW o i) Jin RN —¢” St
o j ¥ :c¢§£§c~;)_. ?c’:”i:fw: = ot éﬂo‘ ,‘g seiow J
o & nd & N S "
T ’ ’ L iy
Alcaligin Desferrioxamine B Staphyloferrin A Achromobactin
(Alcaligenes denitrificans, (Streptomyces pilosus) (Staphylococcus spp.) (Erwinia chrysanthemi)
Bordetella pertussis,
Bordetella bronchiseptica)
Mixed Types
Catecholate- Phenolate- Citrate- Citrate-
Hydroxamate Hydroxamate Catecholate Hydroxamate
i e S
£ a o ) " i i 3 N
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2 ',J)'\:: T \& Iy~ "

Heterobactin B Mycobactin T Petrobactin Aerobactin
(Rhodococcus (Mycobacterium (Bacillus anthracis, (Enterobacter spp.,
erythropolis) tuberculosis) Bacillus cereus, Escherichia coli,
Marinobacter Shigella flexneri)

hydrocarbonoclasticus)

Figure 4: Exemples représentatifs de différents sidérophores et de leurs producteurs
naturels. Les moites impliquées dans la coordination du fer sont mises en évidence comme
suit: les catécholates sont en rouge, les phénolates sont en orange, les hydroxamates sont en
jaune pale, les a-hydroxycarboxylates (issus des unités de citrate) sont en vert clair.
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1.4.1.4. 2. Les enzymes :

a. Amylases :

Les amylases sont des macromolécules appartenant a la classe des protéines globulaires, de
type endoglycanases de la classe des hydrolases qui agissent sur les liaisons (1,4) de I’amidon.
Elles catalysent la dégradation des polyméres d’amidon pour produire des dextrines et
differents gluco-oligosaccharides de longueur variables. Les amylases sont parmi les enzymes
les plus importantes en biotechnologie actuelle (Gupta, 2003). Les amylases sont produites
par de nombreuses bactéries. Des Pseudomonas sp. isolées du sol rhizosphérique, donnent de
meilleurs résultats & la production d’amylase a une température de 37°C et un pH 7.5. Ces
enzymes sont fortement stables a pH acide (pH 5.5), ce qu’ils les rendent en grand intérét

dans I’industrie
b. Les enzymes dégradant les parois cellulaires (CWDE)

Les enzymes protéolytiques sont des hydrolases formées d’une ou plusieurs chaines
polypeptidiques. Les protéases catalysent le clivage des liaisons peptidiques de toute molécule
protéique, elles scindent les protéines en fragments polypeptidiques, qui seront par la suite
transformés sous 1’influence des peptidases en leurs sous-unités constitutives, les acides
aminés, offrant une multitude de structures). Selon la naturede leur site catalytique elles sont

classés en trois groupes : sérine, cystéine ou métallo-protéase.(Ronald et Harold,1970)

+ Gélatinases :
La Gélatinase appartient au groupe des enzymes protéolytiques ayant pour résultat
I’hydrolyse gélatineuse. Cette enzyme est observée chez les

Pseudomonasspp.fluorescents.

11
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+ Péctinase :

Les enzymes pectiques ou Pectinase sont un groupe d’enzymes: estérases,
polygalacturonases et lyases qui agissent sur les substrats pectiques. Les
polygalacturonases et les lyases dépolymérisent les substances pectiques pour donner des
oligomeres de faible masse moléculaire. Les microorganismes (bactéries, champignon,
levures) sont la source essentielle de production de polysaccharides. Certaines de ces
enzymes ont déja un intérét commercial dans 1’industrie agro-alimentaire, c’est le cas des

Pectinase(Fernandes-SalomadoTM et al., 1996).
c.Lipase :

Les triacylglycérol acyl-hydrolases, ou lipases, sont des enzymes atypiques par leurs
mécanismes d’action et leur spécificité de substrats. En fonction du microenvironnement
de I’enzyme, elles peuvent en tant qu’hydrolases en milieu aqueux ou comme catalyseurs
en syntheseorganique, elles sont également responsables du catabolisme des triglycérides
en acide gras et en glycérol(Sierra,1957).

1.4.1.4. 3. L’acide indole acétique (AIA)

Composeé organique de formule C1oHgO,N, doté de propriétés d’hormone de croissance
pour les végétaux. (Il amollit les jeunes parois cellulosiques, ce qui facilite 1’élongation
des cellules, et il les rend plus perméables, ce qui accélére 1’absorption par la cellule, donc

sa croissance).(Naik et Sakthivel, 2006).
1.4.1.4. 4. L’acide cyanhydrique (HCN)

Selon Voisard et al . (1989), la production d’acide cyanhydrique (HCN) par la souche de
P.fluorescens cHA5 est nécessaire a la défense de la plante vis-a-vis de ’agent de la
pourriture noir tu tabac. ce mécanisme est de moindre importance avec la souche Cha77
L’HCN produit dans la rhizosphere activerait des réactions de défense de la plante, ce qui

correspond a un mécanisme indirect de protection.(Meenaet al.,2001).
1.4.1.4. 5. Les Antibiotiques

plusieurs antibiotiques sont produits par les Pseudomonas fluorescents et jouent un réle
important dans D’inhibition d’agents phytopathogenes, le 2,4-diacétyl-phloroglucinol
(DPG) produit pas P.fluorescens CHAO ( Keel et al.,, 1992) a montré un effet

12
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suppressifsur plusieurs phytopathogéenes (G. garminis et Thielaviopsis basicola), d’autres

antibiotiques sont produits par lesPseudomonas dont le pyoluteorine (Maurhofer et

al.,1994), Pyrrolnitrin ( Ligon et al.,

Howie et Suslow, 1991) (Voir tableau 2 et figure 5).

O O

Pyrrolnitrin

2000), L’oomycineA (James et Guttersson, 1986 ;
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Figure 5: la forme chimique de quelgues antibiotiques secrétés par les Pseudomonas
spp.fluorescents (Jacques et al, 1994).

Tableau 2 : les antibiotiques produits par certaines souches de Pseudomonas(Adapté de
Raaijmakers et coll., 2002)

Antibiotiques Souches Références
2,4-diacétylphloroglucinol Pseudomonas spp.

Q2-87 Vincent et coll. (1991)

CHAO Keel et coll. (1992)

Pf-5 Howell et Stipanovic (1979)

Q8rl-96 Raaijmakers et Welle(2001)
Phénazines Pseudomonas spp.

2-79RN10 Weller(1983)

30-84 Pierson et Thomashow (1992)

PCL1391 Chin-A-Woeng et coll.(1998)
OomycineA Pseudomonas fluorescens Hv37a Gutterson et coll.(1986)

Pyolutéorine

P.fluorescens
Pf-5
CHAO

Howell et Stipanovic ~ (1979)
Keel et coll.(1992)

Pyrrolnitrine

P. fluorescens BL915
Burkholderia cepacia B37w

Ligon et coll. (2000)
Burkhead et coll. (1994)

Viscosinamide

P.fluorescens DR54

Nielsen et coll. (1999)

Butyrolactones

Pseudomonas aureofaciens 63-28

Gamard et coll. (1997)
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1.4.2.Les Bacillus sp.:

C’est un genre qui se présente sous forme de batonnet Gram positif, aérobie strict ou aérobie-
anaérobie facultatif. Catalase positifen général, mobile par ciliature péritriche (sauf B.
anthracis), faciles a cultiver, sporogenes dans des conditions défavorables de
I’environnement. Ce genre est trés diversifie, particulierement hétérogenes, saprophytes et
ubiquitaires.Il existe des espéces acidophiles et d’autres basophiles, mésophiles ou encore
thermophiles. Les bacilles sont retrouvés fréquemment dans le sol ou ils ont un réle dans le
cycle du carbone et de 1’azote.

Les Bacillus sont connues comme producteurs d’antibiotiques avec une activité antagoniste
contre les champignons et quelques bactéries pathogenes..( De Vos et al.,2009)

1.4.2.1. Classification

Selon la classification de Bergy (2001) in Gerardet al (2003), la classification de Bacillus et
comme suit (tableau 3).

Tableau 3 : classification de Bacillus sp.

Régne Bacteria
Embranchement Firmicutes
Classe Bacilli
Ordre Bacillales
Famille Bacillaceae
Genre Bacillus
Espeéce Bacillus sp.
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On classe les Bacillus selon la capacité a former des sporesainsi que sur la morphologie de la
spore et en fonction d’autres critéres (thermophile, caractére respiratoire et fermentaire
etc.)(Guiraud, 2002). Selon le tableau 4, on distingue trois formes et trois positions de la

préspore :

Tableau 4 : classification des Bacillus selon la position la forme et la déformation de la

préspore(Brossard et al., 2008)

Forme Position Déformation

Centrale

Ovalaire Non déformante

Subterminale

Sphérique Déformante

Terminale

1.4.2.2. Intérét de Bacillus dans la lutte Biologique

Bacillus est I’'un des microorganismes les plus connues et les plus utilisées dans le domaine
de la lutte biologiques contre plusieurs insectes ravageurs de culture et agents
phytopathogénes (Bravo et al., 2011). Elles jouent également un réle important dans les
cycles biogéochimiques du carbone et de 1’azote ; les spores produites par ces bactéries
peuvent revétir une importance particuliéere dans la production de préparation commerciale
d’antagonistes car ces derniers sont aussi beaucoup plus faciles a stocker et a conserver que

des bactéries ne formant pas de spores (Alexandre , 1977).

La plupart des especes du genre Bacillus sont utilisées avec succes dans le domaine de

I’agriculture et 1’industrie fine ainsi que dans le domaine médical et pharmaceutique.
1.4.2.3. Caractéristiques du genre Bacillus sp.

Bacillus thuringiensis fait partie d’un groupe de six bacilles, rassemblés sous le terme

« Groupe Bacillus cereus » : Bacillus anthracis, Bacillus cereus,Bacillus mycoides, Bacillus
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pseudomycoides, Bacillus weihenstephanensis et Bacillus thuringiensis. (Thaphan et
al.,2007 ; Brunet., 2009 ;Sansinenea et Ortiz.,2011 ;Sanahuja et al.,2011).La plupart des
especes appartenant a ce groupe, se caractérise par la production d'un Crystal protéique lors
de lasporulation. Durant la phase végétative (active), B. thuringiensisa une longueur de 5
micromeétres Et une largeur de 1 micrométres et est pourvue de flagelles(figure6). Ce sont
des bactériesubiquitaires, on les retrouves un peu partout dans la nature, dans le sol, sur le

feuillage des plantes, dans I'eau et dans I'air (Kwang B.O et al., 2000 ; Helassa., 2008).

Ayant des propriétés de résistance a la chaleur et a la déshydration.Ceci leurs conférent une
répartition cosmopolite, caractérisé par un large spectre d’activité tel que le caractere
entomopathogene en formant des corps d’inclusions qu’elle produit lors de sa sporulation. Le
B. thuringiensis se distingue des autres bacilles par sa capacité a produire des protéines
cristallines durant la sporulation appelées Cry (pour Crystal) ou Cyt (pour cytotoxic) selon
leurs effets. Ces toxines sont également appelées O-endotoxines par opposition a d’autres
toxines secrétées durant la phase végétative, les protéines Cry sont actives contre les
Iépidopteres, les diptéres, les coléoptéres et méme contre les nématodes, cette capacité a
controler les ravageurs dans les cultures fait que Bt est I’'un des microorganismes les plus
utilisées dans I’agriculture comme bioinsecticides(Chaabouni et al.,2012). Elles également
récemment trés utilisés comme agent antagoniste contre plusieurs phytopathogenes citant par
exemple ces effet bénéfique contre le Verticillium dahlaie(Hollensteineret al., 2017 ;
Thomashow et Weller 1990 ; Pierson et Weller ;Amer et Utkhede 2000 ;Manjula et al.,2000
;collins et Jacobson 2003 ;Jatarafet al.,2004 ;Jorjaniet al.,2011)
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Cellule végétative

N Spore

igure 6 : cellule de Bacillusthuringiensis observé au microscope électronique

Lacoursiere et Boisvert., 2004).

+«+ Son cycle de vie comporte deux (2) phases (YOUNG et al., 1998) (figure 7) :

> Une phase végétative observée lorsque les conditions du milieu sont favorables. Dans
Ce cas, la bactérie se multiplie de facon exponentielle par scissiparité. Elle synthétise
Pendant cette phase une exotoxine thermosensible appelée
VegetativelnsecticidalProtein ou V.1.P. (VASSAL, 2004).

» Une phase stationnaire qui se présente lorsque les nutriments essentiels du milieu se
Raréfient. Elle se caractérise par une différenciation des cellules bactériennes,
aboutissant a la formation des spores. C'est aussi au cours de cette phase qu’intervient la
synthese des delta-endotoxines, substances protéiques conférant a la bactérie un pouvoir
pathogéne vis-a-vis de certains insectes. Ces protéines s'accumulent dans la cellule
bactérienne pour former des cristaux (figure 6) qui sont ensuite libérés dans le milieu.
(YOUNG et al., 1998)
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Figure 7 : 0-endotoxines (cristaux protéiques CRY) de Bacillus thuringiensis (Microscopy by
Jim Buckman on commons.wikimedia.org)

Cellule

/ Sporulation

Y '\
®
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Germination
Spore
0 < ® e
Cristal protéique
Figure 8: cycle biologique de Bacillus thuringiensis

(http://www.new.gov.qc.ca/pesticides/virus/nil/bit/chap3.htm)

Sur le plan taxonomique il existe 82 sérotypes différents de 1’espéce Bacillus thuringiensis.
La classification est faite sur la base de I’antigéne flagellaire H ; parmi ces sérotypes on

distingue kurstaki, israelensis, morissoni, japonensis et aizawai qui sont entomopathogénes.
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1.4.2.4. Les toxines et métabolites secondaires produites par les Bacillus
a.Les exotoxines
» B. thuringiensis est une bactérie qui, au cours de son cycle de vie, fabrique un grand
nombre de toxines et métabolites de toutes sortes. Durant la phase végétative, elle
produit une toxine thermostable appelée Béta-exotoxine. Il existe deux variétés de Béta -
exotoxines, soit la Béta-exotoxine de type 1 et la Béta-exotoxine de type 2 (Levinson,
Kasyan et al., 1990). Les géenes servant a coder les exotoxines sont de nature
plasmidique. Ces mémes plasmides peuvent aussi coder pour les delta-endotoxines
(Levinson, Kasyanet al., 1990). Les Béta-exotoxines ont une structure similaire a
I'adénosine triphosphate (ATP) (Bond, Boyce et al., 1969). Elles sont toxiques pour une
grande variété d'insectes tels que les nématodes, les dipteres et les Iépidoptéres (World
HealthOrganization, « EnvironmentHealthCriteria 217 », 1999).
» Les protéines Cyt

Tout comme les protéines Cry, les protéines Cyt se retrouvent dans la famille des oO-
endotoxines et sont produites toutes deux dans le méme cristal lors de la sporulation. Ces
protéines peuvent notamment agir en synergie avec certaines protéines Cry afin d'augmenter
leur toxicité sur les insectes (Soberon, Lopez-Diaz et al., 2013). Ces caractéristiques tendent a
accroitre l'intérét des chercheurs envers ce type de protéines afin de développer des

insecticides plus efficaces.

> Les protéines Cry

Au cours de la sporulation, la plupart des souches de Bacillus thuringiensis produisent un
cristal protéique composé de o-endotoxines. (Ibrahim, Griko et al., 2010). Gréace a leur
toxicité sélective envers différents insectes nuisibles, les protéines Cry sont utilisées depuis
les années 1930 en tant qu'insecticide biologique. A ce jour, plus de 500 protéines Cry ont été
découvertes et classées dans 72 familles (Crickmoreet al., 2014).

La classification des o-endotoxines synthétisé par les espéces du Bacillussp. est représentée

dans le tableau ci-dessous :
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Tableau 5 : classification des 0-endotoxines de Bacillus sp. (HOFTE et WHITELEY (1989)

Classe 0- Taille (KDa  Insectes Structures des
endotoxines sensibles Cristaux
Cry | A 130-140 Leépidoptéres  Bipyramidale
B
C
D
E
F
Cryll A 71 Dipteres et Cubique
B Lépidopteres
Cry 1l A 68-73 Coléopteres Rhomboédrique
B
Cry IV A 125-145 Diptéres Sphérique
B
CryV A 81 Lépidoptéres  Bipyramidales
et Coléopteres
Cyt AB 26-28 Dipteres Sphériques

b.Les exoenzymes

Les exoenzymes de Bacillus sp.ont un réle a jouer pour la pathogénicité chez I'insecte et la
dégradation des parois fongiques et non sur les vertébrés contrairement aux entérotoxines.
Les exoenzymes les plus importantes restent les chitinases et les protéases. La chitinase est
une enzyme qui dégrade la chitine qui est une composante de I'exosquelette des insectes ainsi
gu'une composante des champignons. Chez I'insecte, la chitinase peut agir en symbiose avec
les toxines de B. thuringiensis afin de faciliter leur passage a travers la membrane
péritrophique de I'intestin de I'insecte (Huber, Cabib et al., 1991 ; Sampsonet Gooday, 1998).
La chitinase de Bacillus peut aussi avoir une action lytique sur les parois cellulaires de
champignons phytopathogénes protégeant ainsi les plantes contre les maladies (de la Vega,
Barboza-Corona etal., 2006). Bacillus sp. est aussi un grandproducteur de protéases de toutes
sortes qui, peuvent étre intracellulaires et extracellulaires. L'activité des protéases est
augmentée durant la phase post-exponentielle, lors de la lyse des bactéries dans le milieu de
culture (Andrews, Bibilos et al., 1985). Les protéases de B. thuringiensis ont un réle a jouer
autant dans la croissance et la sporulation que dans la toxicité de la bactérie chez I'insecte
(Brar, Verma et al., 2007).
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La mélanine: c’est un excellent agent phytoprotecteur de Bacillus thuringiensis et B.

israelensis (Sansibebea et Ortiz, 2011)

Lécithinase : il s’agit d’une protéine thermolabile produite par les souches de Bacillus lors de
la phase de croissance logarithmique, son activité est maximale aprés 10 h de croissance
(Ilvinskene et al., 2012)

Les Cellulases : les Cellulases se référent a une classe d’enzymes qui catalysent 1’hydrolyse
des liaisons 1, 4, B, D glycosidiques et sont principalement produites par les champignons ;
les bactéries et notamment les bactéries halophiles ( Beguin et Aubert, 1994).

c.Les antibiotiques et les antifongiques produits par B. thuringiensis

En plus de synthétiser un bon nombre de protéines insecticides, Bacillus produit aussi
d'autres métabolites tels que des antibiotiques et des antifongiques. Ces métabolites peuvent
notamment servir aux plantes pour les aider a lutter contre certains champignons ou bactéries
néfastes. On compte parmi ces métabolites, la zwittennicine A, les thuricines, la --tochicine, la
bacthuricine F4 et les entomocines. La zwittennicine A et les thuricines représentent les
métabolites d'importance pour la protection des plantes par les espéces bénéfiques du genre
Bacillus. La zwittennicine A est un antibiotique qui a été isolé pour la premiere fois a partir de
Bacillus cereus UW85 pour son effet protecteur de la plante alfalfa (luzerne) et contre
I'oomycéte Phytophtora medicaginis,les bactéries Gram négatives et un grand nombre de
fungi pathogénes (Silo-Suh, Stabbet al., 1998). Les thuricines sont quant a elles des
bactériocines, c'est-a-dire des peptides avec des propriétés bactéricides ou bactériostatiques.
Elles sont par contre actives contre plusieurs Bacillus tels B. thuringiensis,Bacillus
megaterium, Paenibacil/us polymyxa et Bacillus sphaericus (Favret and Yousten, 1989).
Elles peuvent aussi étre actives contre des bactéries plus nuisibles comme Pseudomonas

aeruginosa, Listeria monocytogenes et Salmonella enterica (Chehimi, Delalande et al., 2007).

Grace a leur action toxique contre ces bactéries nuisibles, les thuricines peuvent notamment
procurer une protection pour les plantes. La découverte de souches de B. thuringiensis
produisant des antibiotiques et des métabolites antifongiques pourrait avoir comme

conséquence la création de pesticides biologiques respectueux de I'environnement.
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1.4. 2. 4. Mode d’action de Bacillus sp.

A ce jour plusieurs centaines de génes codant pour des 6-endotoxines ont été répertoriés.
Chaque protéine Cry possede généralement un spectre d’activité restreint et limité aux stades

larvaires d’un petit nombre d’espéces.

Les 0-endotoxines agissent au niveau des cellules de I’épithélium intestinal. Les cristaux
ingérés par les larves d’insectes sont d’abord solubilisés dans la cavité intestinale de la larve,
puis la fraction active des 0-endotoxines est libérée par les protéases intestinales des insectes
sensibles.(figure9).

Ces deux étapes sont indispensables pour conférer a Bacillus thuringiensis son activité
insecticide. La présence de récepteurs spécifiquement reconnus par chacune des O-
endotoxines constitue I’étape essentielle du mécanisme d’action et de spécificit¢ de ces
toxines. La toxine induit alors la formation de pores dans la membrane des cellules
épithéliales, ce qui aboutit a une destruction rapide et presque totale de I1’épithélium

intestinal.( http://www.jardinsdefrance.org)

Au niveau physiologique, ’intoxication se manifeste par une paralysie quasi immédiate du
tube digestif qui entraine une cessation de prise de nourriture. Ceci permet aux spores qui ont
été ingérées en méme temps que les cristaux, de germer, et aux bactéries issues de cette

germination de se multiplier dans I’insecte provoquant une septicémie (Chaufaux, 2005).
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spor:e cristal a pH10 protoxines toxines
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membrane périthrophique

cellules épithéliales

Figure 9 : schéma simplifi¢ du mode d’action de Bacillus thuringiensis dans I’intestin des
Iépidoptéres.( http://www.jardinsdefrance.org)
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Les principaux métabolites antimicrobiens de Bacillus sp:

Les métabolites antimicrobiens sont représentés ci-dessous et résumés dans le tableau 6
Tableau 6 : les principaux métabolites antimicrobiens de Bacillus thuringiensis

La souche

Métabolites
antimicrobiens
et enzymes

Activité
inhibitrice

Référence

B.thuringiensis

Les chitinases

Les champignons
phytopathogénes,
Fusarium sp et
Sclérotique rolfsii

De la Vega et al., 2002

les
[-exotoxines

Les insectes dipteres,
les  coléoptéres, les
Iépidopteres et
certains nématodes

Espinasse et al., 2002
Espinasse et al., 2004

Les protéines
vegétatives
insecticides (vip)

Divers dipteres, les
coléopteéres, les
Iépidopteres et
certains nématodes

Xiao et al., 2002
Doss., 2010

Les bactériocines

Les bactéries Gram
+, Gram -, les
champignons et
certains virus.

Chaabouni et al., 2012
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Notre étude a été réalisee au sein du laboratoire de Valorisation et de Conservation des
Ressources Biologiques (VALCORE) et le laboratoire de Biotechnologie Microbienne (S15)
de I’Universit¢é M’Hamed Bougara de Boumerdes (UMBB).

Les objectifs tracés sont :

> La revivification et la ré identification des souches de Pseudomonas spp. fluorescents
et de Bacillus sp. isolées a partir de trois plantes cultivées a savoir le Néflier, le blé et
la pomme de terre, ainsi que la recherche de quelques métabolites secondaires
produites par ces dernieres tels que les enzymes, 1’acide indole acétique (AIA) et
I’acide cyanhydrique (HCN).

» Ce travail est complémenté par 1’évaluation de 1’activité antagoniste des souches de
Pseudomonas spp. fluorescents et de Bacillus sp. contre deux isolats de champignon
phytopathogéne Verticillium dahliae (V1 et V2) appartenant respectivement aux

pathotype défoliant (D) et non défoliant (ND).
1. 1. Matériels utilisés
11.1.1. Matériels non biologiques
11.1.1.1. Equipements :

Les équipements ainsi que le matériel utilisé au cours de la réalisation de notre travail sont

regroupés dans 1’annexe 2.
11.1.1.2. Milieux de culture

Les milieux de culture utilisés et leurs compositions sont présentés au niveau de ’annexe

1. Nous avons utilisés des milieux de ;

v Revivification GN et King B.
v la recherche des différentes activités enzymatiques chez Pseudomonas et Bacillus
citant entre autres ;
= Activité pectinolytique sur milieu gélosé a base de pectine.
= Activité amylolytique sur milieu gélosé a base d’amidon.
= Activité protéolytique (caséinases) sur milieu gélosé a base de lait écrémé.

= Production de lipases sur milieu lipase additionné de tween 40.
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= Production de cellulases sur gélose M9 supplémentée de 10g de cellulose et 1.2g
d’extrait de levure.
= Production de chitinases sur milieu a base de chitine.
v La production de I’acide indole acétique (AIA) sur gélose Luria-Bertani additionné
de : 5mM de L-tryptophane, 0.06% de SDS, et 1% de glycérol.
v’ La production d’acide cyanhydrique (HCN) sur milieu King B liquide additionné de
4.4¢g/1 de Glycine.

11.1.2. Matériel biologique
11.1.2.1. Souches bactériennes

Pour la réalisation de nos expériences, nous avons utilisé 25 souches bactériennes du genre
Pseudomonas, et Bacillus, fournis aimablement par Mme BENZINA, conservées dans des
tubes a essais contenant le milieu GN incliné. Les 25 souches ont été isolées a partir de la
rhizosphere de trois plantes cultivées (néfle, orge et pomme de terre), dans la région de

Boumerdes (Alliliguia).
11.1.2.2. Souches fongiques

Nous avons utilisé deux souches fongiques de Verticillium dahliae a savoir le V1 et le V2
appartenant au pathotype défoliant et non défoliant isolés et caractérisés par Benzina et al
(2016).

11.2. Méthodes
11.2.1. Caractérisation phénotypique

L’identification des Pseudomonas spp. et Bacillus sp. est effectuée par différentes
méthodes. Dans notre cas il s’agit de techniques classiques faisant appel & une caractérisation

phénotypique basé sur des criteres morphologiques, biochimiques et physiologiques.
11.2.1.1. La revivification des souches de Pseudomonas spp. fluorescents et Bacillus sp.

La revivification des souches bactériennes utilisées a été effectuée sur le milieu solide GN
afin de s’assurer de leur pureté. L’ensemencement en strie des souches est fait sur des boites
de Pétri. Ces dernieres ont eté scellées avec du para film, puis incubé a 1’étuve a 30°C pendant
24h.
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11.2.1.2. Etude morphologique
11.2.1.2.1. Etude macroscopique

Les colonies obtenues sur milieu solide sont observées a 1’ceil nu. L’étude macroscopique

est basée sur les éléments d’identification donnés par (Joffin et Leyral.,2006) :

La forme des colonies : rondes, irréguliéres...etc.

La taille des colonies : par mesure du diamétre : punctiformes ou non punctiformes.
L’opacité : opaque, translucide.

L’aspect de la surface

L’aspect de contour

La consistance

L’odeur : présence ou absence.

L’élévation : convexe, concave, plate.

AN N NN Y U N NN

La chromogénes : couleur de la colonie.
11.2.1.2.2. Etude microscopique
+ Coloration de Gram

C’est la coloration de base en bactériologie qui permet de distinguer les bactéries Gram positif
et Gram négatif, en fonction de la composition chimique de leur paroi, appelée aussi la double
coloration a cause de I'utilisation de deux colorants, a savoir le violet de Gentiane et la

Fuchsine.

C’est la coloration de base en bactériologie qui permet de distinguer les bactéries Gram positif
et gram négatif, en fonction de la composition chimique de leur paroi, appelée aussi la double
coloration a cause de l’utilisation de deux colorants, a savoir le violet de gentiane et la
fuchsine. Son objectif est de classer les micro-organismes en deux groupes ( Gram+ et Gram-)
en fonction de la composition chimique de leur paroi et son affinité aux différents colorants (
Perry et al .,2004 ;Camille,2007).

a. Réactifs

Violet de Gentiane phénique, Lugol, Alcool a 85° et Safranine ou Fuchsine.
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Préparation d’un frottis bactérien

On dépose au centre d’une lame une goutte d’eau distillé stérile, & 1’aide d’une anse on étale
de fagon homogéne une colonie bactérienne jeune (18 a 24 heures). Apres on passe a la

fixation a la chaleur (au bec Bunsen).
Avant de procéder a la coloration du frottis ce dernier doit étre parfaitement refroidi.

» Coloration de base : recouvrir totalement la lame par le violet de gentiane, laissé agir
une minute et rincer a I’eau distillé.

» Mordancage : recouvrir la lame par la solution de Lugol pendant 45 secondes, et rincer
a I’eau distillé.

> Décoloration rapide a I’alcool : verser goutte a goutte 1’alcool sur la lame incliné
obliquement jusqu'a la décoloration (10 a 20 secondes) et rincer a I’eau distillé.

» Contre coloration : recouvrir la lame avec de la Fuchsine et laisser agir une minute, et

rincer a I’eau distillé.

On séche la lame et on passe a I’observation sous microscope photonique a I’immersion
(Gx100).

b. Lalecture
La paroi des bactéries a Gram positif apparaissent colorées en violet.
La paroi des bactéries a Gram négatif apparaissent colorées en rose (Prevot, 1977).
+ La coloration de la spore

Les spores ou endospores bactériennes sont des formes de résistances que prennent certaines

espéces quand les conditions deviennent défavorables (Singleton, 2005).

La solution aqueuse de vert de malachite a la propriété de traverser avec facilité aprés
chauffage la paroi de la spore et de colorer essentiellement et sélectivement ces substances

propres.
Technique

» La préparation d’un frottis bactérien.
e Recouvrer le frottis par un papier filtre sur lequel la solution de vert de malachite est

appliquee.
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e Chauffer par le bec Bunsen pendant dix minutes (sans jamais laisser évaporer
complétement le colorant), a froid la coloration n’aura jamais lieu.

e Rincer a 1’eau de robinet apres retrait du papier filtre, suivi d’une coloration a la
Fuchsine pendant cing minutes.

e Séchez la lame au bec Bunsen aprés on passe a I’examen microscopique, a

I’immersion (Gx100) (Singleton, 2005).
Lecture

Les spores apparaissent colorées en vert et les corps bactériens colorés en rose-bleu, ce qui

nous facilite de déterminer la forme et la position de la spore dans le corps bactérien.

11.2.1.3. Etude biochimique

a. Test catalase

» Principe

Elle empéche I’accumulation de I’eau oxygenée (H,O,) dans la cellule bactérienne dont

I’action serait létale; cette enzyme catalyse la réaction suivante :
2H,0; —» 2H ,0+0,
» Technique

Sur une lame propre, déposer une goutte de peroxyde d’hydrogéne a 10 volumes, puis a
I’aide d’une pipette Pasteur stérile prélever une colonie bactérienne et la déposer dans la

solution, la lecture de résultats s’effectue apres 2minutes.

> Lecture
Un résultat positif se traduit par I’apparition des bulles, suite au dégagement gazeux
d’oxygene (Meyer et al., 2004).
b. Test de ’oxydase

Ce test permet de détecter un type particulier de la chaine respiratoire qui comporte en fin
de chaine un cytochrome ¢ et I’oxydase associée a.la recherche de 1’oxydase présente un

intérét taxonomique en ce qui concerne les bactéries a Gram negatif.
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» Principe

Ce test permet de mettre en évidence une enzyme : la phényléne diamine oxydase des
bactéries a partir de leur culture en milieu gélosé, qui a une grande importance dans le
diagnostic des bacilles a Gram négatif.

Cette enzyme est capable d’oxyder un réactif : le N diaméthyle paraphényléne diamine. Ce
réactif est incolore et en présence de 1’enzyme, il libére un composé rose —rouge, qui devient

noir au contact de 1’air.
» Technique

Dans des conditions aseptiques, placer dans une boite de Pétri un disque d’oxydase, et
I’imbiber avec de I’eau physiologiques stériles. A 1’aide d’une pipette Pasteur prélever une

colonie bactérienne jeune agée de 24 heures et la déposer sur le disque.

» Lecture
La réaction positive se manifeste par I’apparition d’une coloration violette qui devient
noiratre au bout de 30 secondes a 1 minute, ce qui indique la présence de cytochrome C —
oxydase (Singleton , 2005).

c. L’utilisation des Galeries APl 20NE

APl 20 NE est un systéme standardisé pour 1’identification des Bacilles a Gram négatif
non fastidieux, combinant 8 tests conventionnels, 12 tests d’assimilation et une base de

données.
» Principe

La galerie APl 20 NE se compose de 20 micro-tubes contenant milieux et substrats sous
forme déshydratée. Les tests conventionnels sont inoculés avec une suspension bactérienne

saline qui reconstitue les milieux.

Les réactions produites pendant la période d’incubation se traduisent par des virages colorés

spontanés ou révélés par 1’addition de réactifs.

Les tests d’assimilation sont inoculés avec un milieu minimum et les bactéries se

développent seulement si elles sont capables d’utiliser le substrat correspondant.
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La lecture de ces réactions se fait a 1’aide du tableau de lecture et 1’identification est obtenue

a I’aide du catalogue analytique.

» Préparation de la galerie
e Réunir fond et couvercle d’une boite d’incubation et répartir environ 5ml d’eau
distillé stérile dans les alvéoles pour créer une atmosphére humide.
e Inscrire la référence de la souche sur la languette latérale de la boite
e Sortir la galerie de son emballage individuel.
e Placer la galerie dans la boite d’incubation.
> Préparation de I’inoculum
e Quvrir une ampoule d’API Nacl 0.85% medium.
e A l’aide d’une pipette pasteur prélever quelques colonies d’une culture jeunes de 24h.
e Réaliser une suspension bactérienne.
> Inoculation de la galerie
+ Remplir uniquement les tubes des tests (et non les cupules) NO3 a PNPG avec la
suspension bactérienne.
+ Eviter la formation de bulles.

+ Créer une anaérobiose dans les tests GLU, ADH, URE en remplissant leur cupule

d’huile de paraffine.

+ Remplir les micro-cupules des tests GLU a PAC.

+ Remplir tubes et cupules des tests GLU a PAC en veillant a créer un niveau horizontal
ou légérement convexe, mais jamais concave.

+ Refermer la boite d’incubation et la placer dans 1’étuve a 37° C pendant 24 heures.
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» Meéthodes de lecture des galeries AP120 NE
La méthode de lecture de la galeries API20NE est mentionnée dans le tableau 7.

Tableau7 : lecture de la galerie AP1 20 NE

TESTS | COMPOSANT | QTE | REACTIONS Reésultats
S ACTIFS Mg/ | ENZYMES — —
cup. Positif Négatif
NO3 Potassium 0.13 | Reduction des nitrates en | NIT1+NIT2/5min
nitrate 6 nitrites incolore | Rose-rouge
Zn/5min
Rose | incolore
TRP L-Tryptophane | 0.2 | Formation d’indole | JAMES/immédiat
(tryptophane) Incolore Rose
Vert pale /
jaune
GLU D-Glucose 1.92 | Fermentation du glucose | Bleu vert Jaune
ADH L-arginine 1.92 | Arginine DiHydrolase Jaune Orange/rose/r
ouge
URE urée 0.76 | UREase Jaune Orange/rose/r
ouge
ESC Esculine citrate | 0.56/ | Hydrolyse (B- | Jaune Gris /marron/
de fer 0.07 | glucosidase) noir
2
GEL Gélatine 0.6 | Hydrolyse Pas diffusion | Diffusion du
(bovine) (protéase)(gélatine) pigment pigment noir
PNPG 0.22 | B-galactosidase  (Para- | Incolore jaune
Nitrophenyl-BD-Galacto
pyranosidase
GLU D-Glucose 1.56 | Assimilation glucose Transparence | Trouble
ARA L-Arabinose 1.4 | Assimilation arabinose Transparence | Trouble
MNE D-Mannose 1.4 | Assimilation mannose Transparence | Trouble
MAN D-Mannitol 1.36 | Assimilation mannitol Transparence | Trouble
NAG N-Acétyl- 1.28 | Assimilation N-Acétyl- | Transparence | Trouble
glucosamine Glucosamine
MAL D-Maltose 1.4 | Assimilation maltose Transparence | Trouble
GNT Potassium 1.84 | Assimilation potassium | Transparence | Trouble
gluconate gluconate
CAP Acide caprique | 0.78 | Assimilation acide | Transparence | Trouble
caprique
ADI Acide adipique | 1.12 | Assimilation acide | Transparence | Trouble
adipique
MLT Acide malique | 1.56 | Assimilation maltate Transparence | Trouble
CIT Trisodium 2.28 | Assimilation  trisodium | Transparence | Trouble
citrate citrate
PAC Acide 0.8 | Assimilation acide | Transparence | Trouble
phénylacétique phénylacétique
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11.2.2. Production d’enzymes
11.2.2. 1. Hydrolyse de ’amidon

Elle permet de mettre en évidence la dégradation de ce polysaccharide par nos souches
bactériennes. En utilisant un milieu de base additionné d’1% d’amidon soluble (composition
du milieu dans 1’annexe ). Aprés incubation de 1 a 5 jours a 30°, les colonies sont inondées
avec une solution de lugol. L hydrolyse est ainsi mise en évidence par apparition d’une zone
claire autour de la colonie. A I’inverse, les zones contenant de 1’amidon se colorent en brun.

(Prescot et al., 2003).
11.2.2. 2. Hydrolyse de la caséine de lait

Une culture bactérienne agée de 24h est ensemencée par des points sur milieu gélose au lait.
Aprés 48h d’incubation a 30°C, la présence de cette activité est détectée par un halo clair
autour du strie d’ensemencement indiquant 1’hydrolyse de la caséine, par contre un résultat

négatif ne montre aucune zone d’hydrolyse autour de la culture (De VOS et al., 2009).
11.2.2. 3. Hydrolyse de la Chitine

La recherche est effectuée sur milieu gélosé additionné de 10g de Chitine. L’inoculation sur
milieu est effectuée en déposant des amas de bactéries a la surface, aprés incubation de 72h a

30°C la réaction est obtenue. (de la Vega, Barboza-Corona et al., 2006).

Une Réaction positive est traduite par la présence d’un halo blanc autour des colonies

Bactérienne.
11.2.2. 4. Recherche de cellulase

La production de cellulase est déterminée selon la méthode décrite par par (Pinky et al.,
2012) La gélose M9 (Miller, 1974) (Annexe 1), supplémenteée de 10g de cellulose et 1.2g
d’extrait de levures, est utilisée pour tester le pouvoir hydrolytique par production de
cellulases. Les isolats sont étalés puis incubés pendant 8 jours a 30°C. Le développement d’un

halo clair autour des colonies indique une réaction positive (Verma et al., 2007).
11.2.2. 5. Production de lipases

Le milieu décrit par Sierra (1957) a été utilisé pour détecter la production des enzymes

lipolytique dans lequel le Tween est utilise comme substrat lipidique (Sierra, 1957). Le
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principe de cette méthode repose sur la précipitation de cristaux du sel de calcium de ’acide

gras sous I’influence d’une lipase.

Si la souche possede une activité lipolytique, la précipitation des cristaux sera visible sous

forme d’un halo opaque autour des colonies.

11.2.2. 6. Recherche de Phosphatase

La recherche de Phosphatases est effectuée sur milieu PVK par ensemencement en stries
centrale sur boite de pétri, on incube a 30°C pendant 72h. Une réaction positive se traduit par

la manifestation d’un halo clair autour des colonies., Nautiyal (2001).
11.2.3. Synthese de I’acide indole acétique (AIA)

La production d’AIA est déterminé selon la méthode standard . Une colonie isolée est étalée
sur gélose Luria Bertani (Annexel), additionné de : 5mM de L-tryptophane, 0.06% de SDS, et
1% de glycérol. La gélose est recouverte de papier Whatman (80 mm de diamétre), puis
incubés a 30°C. Le papier est récupéré, puis traité avec le réactif de Salkowski(Annexel).
(Kaldewey H., 1984)

Les disques de papier filtre sont saturés avec le réactif. Apres 10 a 30 min, la production
d’AIA et/ou ces analogues se manifeste par la formation d’un halo rose rouge autour des
colonies, et pour les souches productrices d’autre types d-indoles la coloration est jaune a
jaune brun (Naik et Sakthivel, 2006).

11.2.4. Production de substances volatiles (HCN)

La cyanogenese a été évaluée sur milieu liquide. Effectuée selon la méthode décrite par
Meena et al., (2001), ou les isolats bactériens sont cultivés pendant 48h a 30°C sous agitation
(180rpm) dans des Erlens Meyer contenant 50ml de King B liquide additionné de 4,4 g/l de
Glycine.

Des bandelettes de papier Whatman n° 1 (0.5/10cm) saturées avec une solution de picrate
alcaline, sont suspendues verticalement dans ces erlens. Le picrate de sodium présent dans le

papier change de couleur en fonction de la production d’HCN (Verma et al., 2007).
11.2.5. Effets des souches sur la croissance mycélienne

En vue de localiser d’éventuelles activités antagonistes in vitro, les souches bactériennes

issues des opérations citées précédemment de purification et d’identification ont été testées
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pour évaluer leurs activités antifongiques vis-a-vis des isolats cryptogamiques de Verticillium

dahlaie.
11.2.5.1. Le test de sélection des souches antagonistes
La sélection est réalisée selon Backer et Cook (1988), sur le milieu PDA (Annexel).

Cette méthode consiste a deposer un disque mycélien de 5mm de diameétre de I’isolat

cryptogamique a étudier au centre d’une boite de pétri et incubé pendant 24h a 25°C.

Apres cette incubation, nous étalons une suspension bactérienne a la périphérie de la boite
d’une facon opposé (de la méme souche bactérienne), le tout est incubé a 25°C pendant 5 a
7jours. Le témoin est préparé de la méme sorte a 1’exception que la boite contient le mycélium
seulement donc absence de souche bactérienne. La lecture des résultats se fait en comparaison
avec la croissance du témoin, aprés 7 a 15 jours d’incubation a 25°C.

La lecture selon la grandeur des zones d’inhibitions :
- Non antagonistes
-+ Présence d’une moyenne activité antagoniste
+ Action antagoniste importante
% Seules les souches bactériennes ayant montré une activité antagoniste dans la
sélection précédente, sont retenus pour une deuxieme confrontation avec les isolats
fongiques sur les deux milieux de culture cités précédemment, afin de confirmer

leurs activités antagonistes et mesurer les pourcentages d’inhibition.

Le pourcentage d’inhibition a été calculé selon :

| (%)= (1-Dn /D0) X 100

Dn : diamétre en présence de la souche bactérienne.

DO : diametre en absence de la souche bactérienne (témoin).

34



Chapitre 3 Résultats et discussions

I1l. Caractérisation phénotypique et identification des Pseudomonas spp.fluorescents et
Bacillus sp.

I11.1. La revivification des souches de Pseudomonas spp. Et Bacillus sp.

Aprés incubation a 30°C pendant 24h des 25 souches bactériennes sur milieu GN, nous avons
constaté 1’apparition de colonies distinctes visible a 1’ceil nu présentant les critéres

morphologiques spécifiques du genre Pseudomonas et du genre Bacillus (figure 5).

Figure 10 : aspect morphologique des souches de Bacillus sp. et de Pseudomonas sp.

A : souche 2 et 3 du genre Bacillus sp. ; B : souche 11 du genre Pseudomonas sp. (Personnel,
2017).

I11. 2. Etude morphologique de Pseudomonas spp.fluorescents
111.2.1. Etude macroscopique :

L’unique souche de Pseudomonas spp. fluorescents est caractérisée par une croissance rapide
sur milieu GN, donnant des colonies creme a beige, de forme circulaire, lisse, d’aspect
régulier. Les caractéristiques morphologiques de la souche sont résumées dans le tableau
suivant :
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Tableau 8 : résume 1’ensemble des caractéres morphologiques.

'~ Caractére macroscopique
Taille de colonie

Observation
0,5a 1 um de diamétre sur 1,5 a5 um de long

Forme de colonie Circulaire
Opacité Opaque
Chromogenése Beige a creme
Elevation Convexe
Aspect de la surface Lisse

Aspect du contour Regulier
Consistance Visqueuse

Odeur

Présence d’odeur typique

111.2.2. Etude microscopique :

L’observation microscopique révele des bacilles droits ou légérement incurvés a bouts

arrondis. Les cellules se présentent isolées ou groupées par deux. Elles sont asporulées.

4+ Coloration de Gram

Apreés réalisation de la coloration Gram, la souche bactérienne apparait avec une couleur rose

et de forme bacille, donc ce sont des bacilles a Gram négatifs. Les bactéries appartenant au

genre Pseudomonas sont de petits batonnets avec une ciliature polaire, présentant un Gram

négatif (Prevot, 1977) (Figure 11).
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Figurell : aspect microscopique de Pseudomonas spp. fluorescents aprés coloration de Gram

observés sous microscope photonique (Gx100) (Personnel, 2017).
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111.2.3. Etude Physiologique et biochimique

+ Test oxydase
Le test oxydase est basé sur la production d’une enzyme oxydase intracellulaire en présence
d’oxygéne atmosphérique et de cytochrome c.
L’apparition de la couleur violette foncé sur le disque d’oxydase chez la souche 11 montre
une réponse positive, indique qu’il y a eu une oxydation du réactif phénylene diamine pour
former un composé coloré en violet.
La recherche de I’enzyme cytochrome ¢ oxydase est considérée comme étant un caractére
taxonomique indispensable pour 1’identification de groupe fluorescents des Pseudomonas
(Singleton, 2005) (Figure 12).

.l

Figure 12 : Résultat positive du test oxydase de la souche 11(Personnel, 2017)

4 Test de catalase
Le test catalase a pour but de mettre en évidence la décomposition du peroxyde d’hydrogéne
(H20,) avec dégagement d’oxygene. L’absence de bulles gazeuses sur la lame chez la souche
11, montre une réponse négative, indique qu’il n y a pas eu décomposition du peroxyde

d’hydrogéne (figurel3).

Figure 13: résultat négatif du test catalase de la souchell du genre Pseudomonas spp

fluorescents (Personnel, 2017).
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=+ Résultat de la galerie AP120 NE

La souche 11 a subi une identification biochimique par ’utilisation de la galerie AP120 NE.

Les résultats sont résumés dans le tableau ci-dessous :

Tableau 9 : résultats des galeries AP120 NE de la souche de Pseudomonas fluorescent spp.
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111. 3. Etude morphologique de Bacillus sp.

111.3.1. Etude macroscopique

Figure 14 : Aspect morphologique de quelques bactéries appartenant au groupe Bacillus sp

sur milieu GN (Personnel, 2017)

Les souches de Bacillus sp. Sont caractérisées par une croissance rapide sur milieu GN,

donnant des colonies de couleur créme a blanchatres.

Les caractéristiques morphologiques des souches de Bacillus sp. Sont résumés dans le tableau

suivant :
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Tableau 10: résume 1’ensemble des caractéres morphologiques pour toutes les souches.

‘ Caractére macroscopique

Taille de colonie

Observation

5 um de long etl um de large

Forme de colonie Circulaire

Opacité Opaque

Chromogenése Blanche, Beige a creme
Elévation Plates

Aspect de la surface Lisse

Aspect du contour Irregulier

Consistance

Visgueuse ou non visqueuse

Odeur

Présence d’odeur

111.3.2. Etude microscopique :

L’observation microscopique révele des bacilles strictement droite, dont les cellules se

présentent isolées ou groupeées, qui sont dans la plupart des cas sporulantes.

4+ Coloration Gram

Apreés réalisation de la coloration Gram, la paroi bactérienne des souches testées apparait de

couleur bleue violacée sous forme de bacilles droits, donc ce sont des bacilles & Gram

positif. Les bactéries appartenant au genre Bacillus sont de grands batonnets avec une

ciliature péritriche, présentant un Gram positif (Prevot, 1977) (figurel5).
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Figure 15 : aspect microscopique de Bacillus sp. apres coloration de Gram observés sous

microscope photonique (GX100) (Personnel, 2017)
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+ Coloration de la spore

La coloration de la spore bactérienne au vert de Malachite a révéle la présence de spores chez
certaines souches de Bacillus sp (Fig. 16b), pour certaines nous avons méme observé la spore

apres coloration de Gram (Fig. 16a).
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Figure 16 : aspect des spores chez une des souches de Bacillus sp. sous microscope
photonique (GX100) a : aprés coloration de Gram ; b : aprés coloration au vert de Malachite
(Personnel, 2017).

111.3.3. Etude physiologique et biochimique
+ Test oxydase

Le test oxydase est basé sur la production d’une enzyme oxydase intracellulaire en présence
d’oxygeéne atmosphérique et de cytochrome C. I’apparition de la couleur violette foncé sur le
disque d’oxydase chez les souches 1,14 ,13, montre une réponse positive, indique qu’il y a eu
oxydation du réactif phénylene diamine pour former un composé coloré en violet (Singleton ,
2005). Par contre, I’absence de la coloration en violet chez les souches 2 et 15, indique qu’il

n’y a pas eu oxydation du réactif (figure 17).
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Figure 17: le résultat de test oxydase ; positif(1, 13 et 14) et négatif (2 et 15) chez différentes
souches de Bacillus sp. (Personnel,2017)

+ Test de catalase

Le test catalase a pour but de mettre en évidence la décomposition du peroxyde d’hydrogéne
(H20,) avec dégagement d’oxygene. L’apparition de bulles gazeuses
(effervescence) sur la lame chez les souches 1, 13, 15, 16,17 et 24 montrent une réponse
positive, indique qu’il y a eu décomposition du peroxyde d’hydrogéne, Par contre 1’absence

de I’effervescence chez la souche 25, indique qu’il n’y a pas eu décomposition (figure 18).

Figure 18 : résultats du test catalase chez certaines souches de Bacillus sp. (Personnel, 2017)
% L’utilisation des galeries API 20 NE : Les 11 souches ont subi une identification

biochimique par I’utilisation des galeries API 20 NE. Les résultats sont résumés dans
le tableau ci-dessous :
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<+ Tableau 11 : résultats des galeries Api 20 NE des souches de Bacillus sp.

1 [NO; |+ + + |+ + + + |+ + + +
2 | TRP |- - - - - - - - - - -
3 |GLU |- - - - - - - - - - -
4 | ADH | + + - + + - + |- - - +
5 |URE |+ + - - + - - - - - +
6 | ESC |+ + + |+ + + + |+ + + +
7 |GEL |+ + + |+ + + + |+ + + +
8 | ONP | - - - - - - - - - - +
G
9 |GLU |+ + + |+ + + + |+ + + +
1 |ARA |- + + |+ + + - - - + +
0
1 | MNE | + + + |+ + + + |+ + + -
1
1 | MAN | + + + |+ + + + |+ + + +
2
1 | NAG | + + + |- + + + |+ + + +
3
1 | MAL | + + + |+ + + + |+ + + -
4
1 | GNT | + + + |+ + + + |+ - + +
5
1 | CAP |+ + + |+ + - - - - - +
6
1 |ADI |+ + + |+ + + + |+ - + +
7
1 | MLT | + + + |+ + + + |+ - + -
8
1 |CIT |+ + - + + + + |+ - + +
9
2 | PAC |+ + - - + + - - - - -
0

(+) : réponse positive, (-) : réponse négative.
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111.3. Production des enzymes
111.3.1. Mise en évidence de ’activité hydrolytique extracellulaire

Un dépistage des activités protéolytique (caséinases et gélatinases), glycolytiques
(amylolytiques, cellulases et chitinases), lipolytiques (lipases) a été effectué.

Le profil de D’activité hydrolytique extracellulaire a montré la capacité des souches de
Pseudomonas spp.fluorescents et des Bacillus sp. (Isolées a partir du sol rhizosphérique) a

hydrolyser I’amidon, la gélatine, la caséine, le tween, la cellulose ainsi que la chitine.

111.3.1.1. Détermination de I’activité amylolytique

L’hydrolyse de I’amidon est observée quand on ajoute la solution de Lugol a des cultures
bactériennes jeunes cultivées sur le milieu de culture solide & base d’amidon, par I’apparition
d’une zone claire autour de la colonie. La mise en évidence de ’activité amylolytique de la
souche de Pseudomonas spp. fluorescents est un critére de classification important, qui
permet a ces derniéres de coloniser les rhizosphéres et de s’adapter aux différents milieux
(Lemanceau, 1992).

L’activité hydrolytique amylolytique a été observeée chez la souche 11 de Pseudomonas

spp.fluorescents (figure 19), et chez la totalité des souches de Bacillus sp (figure 20).

Figure 19 : activité hydrolytique extracellulaire (hydrolyse de 1’amidon) de la souche 11 de
Pseudomonas spp. fluorescents. 1: dégradation compléte de 1’amidon traduite par la
disparition de la couleur violette aprés addition de Lugol; 2: debut de dégradation
(personnel, 2017)
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Figure 20 : hydrolyse de I’amidon de 4 souches de Bacillus sp. Etudiées (Personnel, 2017)
A : Dégradation partielle de I’amidon ; B : Dégradation moyenne de I’amidon ;

C : Dégradation compleéte de I’amidon ; D : début de dégradation de I’amidon

111.3.1.2. Hydrolyse de la cas€éine

La dégradation de la caséine par les souches étudiées est révelée par 1’apparition d’un halo
claire autour des colonies.

La production des caséinases a été retrouvée chez la souche 11 de Pseudomonas
spp.fluorecents (figure21), et chez les souches 13, 3, 5, 8, 10, 7, 1,2 de Bacillus sp. A
I’exception de la souche 4, 6,9 qui ont montrés une réponse négative envers la dégradation de

la caséine (figure 22).
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2017)

Figure 22 : Résultats positifs de 1’activité caseinase de certaines souches de Bacillus sp.
(Personnel, 2017).

111.3.1.3. Détermination de P’activité lipolytique

Les colonies des microorganismes producteurs de lipases apparaissent entourées d’un halo
opaque accompagné par la formation de cristaux de sel de calcium.

D’aprés les résultats obtenus, nous avons remarqué que 1’unique souche de Pseudomonas
spp.fluorescents testée a montré un pouvoir de production de lipase (figure 23). Cette activité
est considérée comme faible si on la compare avec les souches de Bacillus sp (figure 24).

Sur le méme milieu une activité lipolytique importante est observée chez les souches 7, 10, 1,
5, 4, 8 et 9 de Bacillus sp. , alors qu’une activité moyenne est enregistrée chez les souches 6,
2,3, let13.
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Figure 23: activité lipolytique de la souche 11 de Pseudomonas spp. Fluorescents (A :

observée a I’ceil nu ; B : observée sous lumiere UV a 350 nm) (Personnel, 2017).
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formation de cristaux
halo autour des colonies

Figure 24 : activité lipolytique observée chez certaines souches de Bacillus sp. (A : observée

al’ ceil nu ; B : observée sous lumiere UV a 350 nm) (Personnel, 2017).
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111.3.1.4. Détermination de I’activité cellulase

Le pouvoir hydrolytique des souches est révélé également par la production de cellulases.

Le développement d’un halo clair autour des colonies indique une réaction positive (Verma et
al., 2007). Les resultats de la production de cellulases par les souches sont présentés dans la
figure 25 pour la souche de Pseudomonas spp. fluorescents et la figure 26 pour les souches de

Bacillus sp.

Figure 25 : activité cellulosique de la souche 11 de Pseudomonas spp.fluorescents, les fleches

indique les zones de lyse de la cellulose (Personnel,2017).
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Figure 26 : activité cellulosique de certaines souches de Bacillus sp. les fleches indique les
zones de lyse de la cellulose (Personnel,2017)

111.3.1.5. Détermination de I’activité chitinolytique:

Ce sont des enzymes chitinolytiques impliquées dans le processus de dégradation de la

chitine, I’apparition de plages de lyse autour des colonies indique une réaction positive.

~J

Figure 27 : Activité chitinolytique chez la souche de Pseudomonas spp.fluorescent avec

apparition de plage de lyse.

Figure 28 : Plages de lyse montrant une activité Chitinoytique chez Bacillus sp. (Personnel,
2017).
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111.3.1.6. Détermination de I’activité phosphatase

Il a été observé qu’a I’exception de la souche 11, la totalité des souches restantes ne

présentent aucune activité de dégradation des phosphates (Fig. 29).

Figure 29 : Présence d’activité phosphatase chez la souche 11 de Pseudomonas spp.fluorescents. Les

fleches ; 1 : montre un halo clair autour de la colonie, ce qui indique la production de phosphatase. 2 :

un témoin négatif (non solubilisation de phosphore)

Le Tableau ci-dessous récapitule les différentes activités enzymatiques enregistrées chez les souches

de Pseudomonas sp et Bacillus sp étudiées.

Tableau 12 : Tableau récapitulatif des différentes activités enzymatiques observées chez les

souches de Pseudomonas spp.fluorescents et Bacillus sp.

E Amylase Caséinase | Lipase Cellulase Chitinase Phosphatase

S

01 + + + - + -
02 + - + - + -
03 + + + - + -
04 + = + = + =
05 + + + - + -
06 + - + - + -
07 + + + + + -
08 + + + + + -
09 + - + + - -
10 + + + + - -
11 + + + = = +
12 + + + + + -
13 + + + + - -
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+ : présence d’activité enzymatique ; - : Absence d’activité enzymatique

Malgré la non uniformité des activités et a des degrés variables, la plupart des souches de
Pseudomonas spp.fluorescents et de Bacillus sp.ont montré leurs pouvoirs d’utilisation des
différents substrats testés. Ceci pourrait suggérer la présence de nombreux enzymes chez la
méme souche, dont I’induction de la synthése de ces enzymes est influencée en grande partie
par la composition du milieu de culture utilisé, qui est démontré pour la plupart des isolats.
I111.4. Détermination de la Synthése de I’acide indole acétique(AIA)

La production qualitative de 1’acide indole acétique et/ou de ses composés apparentés a été observée
chez I’isolat de Pseudomonas sp. (Figure 29). Cette souche productrice de ce métabolite a développé
une coloration rose a la suite de 1’addition du réactif révélateur (de Salkowski) aprés 20mn
d’incubation. Tandis que pour les souches de Bacillus sp. nous n’avons remarqué aucun

changement de couleur sur ce dernier. Le résultat est donc néegatif.

Figure 30 : Résultats du test de production de I’AlA. A : négatif pour toutes les souches de
Bacillus sp. (Exemple souche 1); B: positif pour la souche 11 de Pseudomonas sp.
(Personnel, 2017)

111.5. Détermination de la Production de substances volatiles (HCN)

Ayant saturé les bandelettes de papiers whatman avec la solution de Picrate alcaline et les
avoir suspendus au-dessus des Erlens Meyer contenant les suspensions bactériennes, aucun
changement de couleur ne nous est apparu, il n’y a donc pas de production d’HCN et le

résultat est négatif.
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Figure 31 : Absence de changement de couleur dans les bandelettes de papier Whatman ceci

indique un résultat négatif (personnel, 2017).

I11. 6. Résultats de I’activité antagoniste des souches bactériennes in vitro

Le pouvoir antagoniste des isolats de Pseudomonas spp. fluorescents et de Bacillus sp

a été testé par I’inhibition de la croissance mycélienne des deux isolats cryptogamiques de V.

dahliae a savoir la souche V1 et la souche V2.

Les résultats montrent que 91,67% des souches bactériennes identifiées comme étant des

Pseudomonas spp.fluorescent et Bacillus sp, ont inhibé la croissance mycélienne des deux

isolats de V. dahliae a savoir le V1 et le V2 (Fig. 31, 32).

Effet antagoniste des souches bactériennes contre la souche 1 de V.
dahl

iae
A=A R A A

- M Sériel

Diametre des zones d'inhibition
O R N W H» U1 O N 00 L
1

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
souches bactériennes testées

Figure 32 : Histogramme représentant 1’effet antagoniste des souches bactériennes contre la

souche 1 de V.dahliae.
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Effet antagoniste des souches bactériennes contre la souche
2 de V.dahliaie

W Sériel

Diamétre des zones d'inhibition
O R, N W N U1 O N 00 L
1

1 2 3 4 5 6 7 8

souches bactériennes testées

10 11 12 13

Figure 33 : Histogramme représentant 1’effet antagoniste des souches bactériennes contre la

souche 2 de V.dahliae.

L’intensité d’inhibition varie selon la souche fongique testée et la souche bactérienne utilisée.

Les souches bactériennes S06, S01, S07, S12 ont données les meilleurs résultats, avec des

pourcentages d’inhibition 64%, 47%, et 40% respectivement. L’activité antagoniste la plus

importante a été observée chez la souche bactérienne S06 contre la souche fongique V1 de V.

dahliae appartenant au pathotype non défoliant (voir tableau 12).

Tableau 12 : Inhibition de la croissance mycélienne de Verticillium dahliae par les isolats de

Pseudomonas spp. fluorescents et Bacillus sp. testées sur milieu PDA.

01
02
03
04
05
06
07
08
09
10
11
12

Pourcentages d’inhibition

Souches bactériennes V1
47%(+0)
30%(+0.1)
34%(+0,05)
30%(+0.1)
36%(+0.1)
64%(+0.1)
40%(+0,057735027)
0%(+0,115470054)
30%(+0.1)
32%(+0,115470054)
34.7%(+0.2)
40%(+0,152752523)

V2
34%(0.2)
46%(+0,251661148)
40%(+0.2)
43%(+0,152752523)
43%(+0,152752523)
47%(+0.1)
42%(+0.1)
399%(+0,472581563)
40%(+0,360555128)
39%(+0,435889894)
36%(0.1)
72%(0.1)
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I11.7.Discussions

Les especes de Pseudomonas spp et Bacillus sp sont fréquemment isolées de différentes
niches écologiques. Certaines peuvent agir comme des pathogénes des animaux des plantes ou
des champignons, alors que d’autres sont des bactéries bénéfiques vivant librement dans le sol
(Achouak et al., 2000).

Les rhizobactéries ou PGPR favorisant la croissance des plantes qui sont un groupe de
microorganismes diversifié présentant deux caractéristiques principales: la capacité de
coloniser la rhizosphére d’une part et d’autre part une influence positive sur la croissance de
la plante a laquelle elles sont associées (Loper et Gross, 2007).

La compréhension des interactions de ces rhizobactéries avec les plantes et les autres
communautés microbiennes a beaucoup évoluée durant les deux dernieres décennies, en partie
grace aux approches moléculaires (Loper et Gross, 2007).

A partir des résultats obtenus nous avons constaté que nos souches bactériennes appartenant
au groupe Pseudomonas spp fluorescent et Bacillus sp isolées a partir du sol de (néfle, orge et
pomme de terre), ont montré une dégradation de plusieurs substrats tels que les lipides, les
protéines et les sucres complexes (amidon, cellulose et chitine) par la production d’une
gamme trés diversifiée d’enzymes extracellulaires tels que les lipases, les protéases, les
amylases, les cellulases et les chitinases. Ces souches peuvent coloniser rapidement et
efficacement les rhizospheres (Lemanceau,1992).

Les cellulases sont des enzymes importants qui sont impliquées dans le contrdle des
champignons et des oomycetes, via leur pouvoir de dégradation des composés de la paroi
cellulaire tels que la chitine et les enzymes protéolytiques (Schrothand and Handcock,1981)
Les Pseudomonas spp.fluorescents et Bacillus sp.sont capables d’hydrolyser 1’amidon en
maltodextrines résultantes, formant des stries entourées d’une coloration brune plus ou moins
claire. Ces bactéries produisent des cellulases en grande quantité.

Nos résultats confirment aussi que certaines souches de Pseudomonas spp et Bacillus ont
montré d’important niveaux de production de lipase sur le milieu Tween, Ceci est en accord
avec les travaux d’Iftikhar et al.,(2002) qui ont montré que le tween 40 peut étre considéré
comme une meilleure source de carbone.

La chitinase est une enzyme qui dégrade la chitine qui est une composante de
I'exosquelette des insectes ainsi qu'une composante importante de la paroi des champignons.
La lyse des parois cellulaires par les enzymes dégradatives excrétées par ces bactéries est une
fonction bien connue de mycoparasitisme. La Chitinase, la B-1,3 glucanase et la cellulase sont

des enzymes importantes spécialisées dans le contréle fongique, par leur activité degradative
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des composés des parois cellulaires tels que la chitine, le B1-6 glucane et les ponts
glucosidiques (Schroth et Hancock, 1981; Chet, 1987; Lorito et al., 1996).

Chez l'insecte, la chitinase peut agir en symbiose avec les toxines de B. thuringiensis afin de
faciliter leur passage a travers la membrane péritrophique de l'intestin de I'insecte (Huber,
Cabib et al., 1991; Sampson et Gooday, 1998). La chitinase de B. thuringiensis peut aussi
avoir une action lytique sur les parois cellulaires de champignons phytopathogenes protégeant
ainsi les plantes contre les maladies (de la Vega, Barboza-Corona et al., 2006). Cette nouvelle
application peut étre intéressante pour le milieu de I'agriculture tout particuliérement pour la
protection des récoltes.

Le phosphore, est le second macronutriment requit pour la croissance des plantes aprés
I’azote. Et méme dans des sols qui en sont riches, le phosphore se trouve sous une forme
insoluble: oxydes de fer et d’aluminium dans les sols acides, et oxydes de calcium dans les
sols basiques, et seulement une faible proportion (0.1%) est assimilable par les plantes
(Stevenson et Cole, 1999). En plus les % du phosphore apporté par les fertilisants appliqués
au sol précipitent en des formes insolubles, augmentant ainsi le besoin des cultures en cet
élément (Goldstein, 1986). Les bactéries solubilisant le phosphore secretent des acides
organiques et des phosphatases, qui convertissent les formes insolubles de phosphates en ions
de phosphates soluble monobasique (H2PO4-) et dibasique (HPO4-). Ce phénomene est
attribué a la solubilisation minérale du phosphate. La souche 11 de Pseudomonas sp.
fluorescents solubilise le phosphate, mais cette solubilisation n’est pas due a une production
d’acides organiques, mais plutdt a une production d’enzyme.

L’efficacité des isolats de Pseudomonas spp et Bacillus sp dans la lutte biologique repose sur
la convergence d’une multitude de propriétés physiologiques, métaboliques et écologiques.
Durant notre travail, il en est ressorti des isolats présentant des caractéristiques qui en font des
candidats potentiels dans la lutte biologique. En effet, de nombreux isolats sont capables de
synthétiser une multitude de métabolites secondaires reconnus comme importants dans le
biocontrdle (Enzymes). Ces isolats se caractérisent par leur capacité protectrice en présence
d’agents pathogénes telluriques (Kloepper, 1983)

La production d’enzymes hydrolytiques a été décrite chez de nombreuses bactéries impliquées
dans le biocontrole (Friedlender et al., 1993 ; Viswanathan et Samiyappan, 2001).

La production de métabolites secondaires, impliqués dans 1’antagonisme microbien et sous
I’effet du milieu de culture (Loper et Schroth 1981 ; Buyer et Leong, 1986). L’activité
antagoniste in vitro dépend non seulement des especes des isolats testés, mais aussi de la

composition du milieu de culture. En effet Haas et Keel (2003), avaient rapporté que la
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production de ces composes était hautement influencée par la disponibilité qualitative et
quantitative des nutriments.

Les rhizobactéries, en plus de leurs activités protectrices contre les agents phytopathogeénes,
présentent d’autres effets bénéfiques tels que la promotion de la croissance des plantes
(PGPR), par la production de certaines phytohormones telles 1’acide indole acétique (AlA).
La synthése d’AIA est largement répondue chez les Pseudomonas sp. fluorescents (Forlani et
al., 1995; Persello-Cartieauxet al., 2003). Nos observations sont en accord avec celles de Naik
et Sakthivel (2006), qui avaient suggéré I’induction de la production d’AIA en phase
stationnaire de croissance, probablement due a I’induction d’enzymes clé impliquées dans la

biosynthése d’AIA (Oberhansli et al., 1991; Garcia de Salmone et al., 2001).

L’utilisation des microorganismes bénéfiques pour la gestion des maladies liés au sol ont
attiré I’attention des scientifiques agronomes durant ces dernieres années.

Les bactéries antagonistes emploient différents mécanismes d’antagonismes a savoir les
antibiotiques, la production des sidérophores, la secrétions de divers enzymes, la synthése
d’hormones et 1’induction d’une résistance chez les plantes (Thomashow et Weller 1990 ;
Piersonet Weller ;Amer et Utkhede 2000 ;Manjula et al.,2000 ;Collins et Jacobson
2000;Jataraf et al.,2004;Jorjani et al.,2011).

Les bactéries antagonistes contrdlent et réduisent efficacement le pouvoir pathogéne de
plusieurs champignons phytopathogénes tel que le V.dahliae. Ceci a été démontré dans
diverses études menées précédemment ((Thomashow et Weller 1990 ; Piersonet Weller ;Amer
et Utkhede 2000 ;Manjula et al.,2000 ;Collins et Jacobson 2000;Jataraf et al.,2004;Jorjani et
al.,2011).

Pseudomonas fluorescens s’est avérée étre plus efficace que Bacillus en raison des différents
mécanismes d’action citant la production des antibiotiques et sidérophores, la synthése
d’hormones et d’enzymes extracellulaires....etc. toutefois, Bacillus a présenté également des
activités intéressantes due a la synthése de certains métabolites secondaires tels que la
production d’antibiotiques et d’enzymes (Chen et al., 2000; Bharathi et al. 2004).
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Conclusion

Le contréle biologique contre les maladies dues a des pathogénes du sol, par I’introduction de
microorganismes bénéfiques dans la rhizosphére a été proposé comme une alternative a la
lutte chimique et particulierement par 1’utilisation des Pseudomonas spp.fluorescents et
Bacillus sp qui ont fait 1’objet d’exploration suppressives des maladies des cultures par

antagonisme direct entre bactéries et phytopathogenes.

Notre travail est porté sur la ré identification des souches de Pseudomonas spp.fluorescents et
Bacillus sp. la mise en évidence de la synthese de leurs métabolites secondaires tels que : les
enzymes, I’acide indole acétique (AIA),ainsi que la caractérisation de leurs
moléculesbioactives isolées a partir du sol rhizospherique de trois plantes cultivées (Néfle,

Orge et pomme de terre) dans la région de Alliliguia, Wilaya de Boumerdes.

Les tests d’identification macroscopique et microscopique tels que la coloration de Gram, le
test oxydase, la catalase et la coloration sporale nous ont permis de sélectionner une seule
souche présentant des caractéristiques identiques a celles du groupe des Pseudomonas
spp.fluorescent ainsi que 24 souches présentant des caractéristiques identiques a celle du

groupe de Bacillus sp.

L’étude des différentes enzymes (Amylase,cellulase,chitinase,caséinase,lipase,phosphatase) et
la production d’acide indole acétique (AIA) montrent pour la majorité des souches une bonne
production, donc ces souches peuvent étre efficaces et jouent un réle dans 1’antagonisme et la

bio stimulation végétale.

Les essais de lutte biologique a 1’aide de ces souches bactérienne ont montré qu’il était
possible de limiter I’incidence du V.dahliae, bien que le niveau de protection ne soit pas assez
important. Néanmoins, I’utilisation de ce traitement biologique permet de maintenir la

maladie a un seuil acceptable.

Les essais effectués in vitro nous ont permis de mettre en évidence des effets antagonistes de
quelques souches bactériennes. Ces effets antagonistes non négligeables pourraient s’ajouter

aux autres méthodes de lutte.

Les tests que nous avons développés peuvent servir de base a la mise en évidence de

propriétés antibiotiques des Bacillus et Pseudomonas.

56



Conclusion

La mise au point d’autres tests permettra de révéler d’autres aspects de I’activité antagoniste

des souches bactériennes et de rechercher des espéces plus efficaces afin de les utiliser dans la

lutte contre les maladies d’origine tellurique.

En effet, ces isolats pourraient trouver leur place dans les applications biotechnologiques

visant une amélioration des rendements et la préservation de I’environnement pour un

développement durable.de nombreux travaux ont mis en évidence des souches modeles,

toutefois il faut garantir la stabilité et la reproductibilité des effets bénéfiques de ces

rhizobactéries a 1’échelle de pratiques agronomiques.

Perspectives

>

Effectuer une identification plus poussée et fiable par des moyens moléculaires tels
que le séquencage complet ou partiel pour mieux caractérisée les isolats les plus actifs.
I’introduction de ces souches de Pseudomonas spp.fluorescents et Bacillus sp comme
agent de biocontrdle dans de nouvelles rhizosphére a grande échelle.

La recherche d’autres métabolites secondaires a I’origine de ces effets bénéfiques.
L’antagonisme doit posséder certaines propriétés :

Aptitude a la colonisation de larhizosphere et a la conservation dans les sols.
Propriétés technologique, multiplication de 1’antagoniste, formulation simple a
I’emploi.

Propriététoxicologique, indemne de pathogénie pour 1’homme, les animaux et les
vegétaux traités ; pas de risque lors de la fabrication.

Propriétés agronomique, 1’apport doit pouvoir s’inscrire dans un itinéraire technique,
souvent les meilleures stratégies visent a associer la lutte biologique a une lutte

chimique ou a une amélioration des plantes.
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Annexe

Annexe : Les milieux de culture

King B (KB)

Peptone .20g

Glycérol15ml

K2HPO4 1.5¢

MgSO4 15g

Eau Distillé 1000ml

PH=7.2  avec autoclavage a 120°C pendant

20 min.

PVK (Pikovskaya) (Phosphatases)

Glucose 10g
Ca3(PO4) 2 5¢

KCI .0,29
MgS04.7H20 0,1g
Nacl 0,29
(NH4)2S04 0,59
FeSo4.7H20 0,029
MnS04.2H20 0,002g
Agar 20g
pH: 7

Gélose nutritive :

Gélose Luria-Bertani (LB)

Glucose 28g Tryptone 10g
Agar 149 Extrait de levure 5g
Eau distillée 10009 Chlorure de Sodium  5g
Agar  15g
Eau distillée 1000 ml
Milieu Lipase : Milieu PDA
Peptone Bactériologique 10g Pomme de terre 200g
Chlorure de Sodium 5¢ Dextrose 20g
Chlorure de Calcium 0.1g Eau distillée 1000ml
Tween 80 10 gouttes
Agar 25¢

Pour caséinase :

Gélose nutritive additionnée de 5% de
laitécremé

Milieu pour acide indole acétique

Gélose LuriaBertani additionnée de

5 mM de L- tryptophanne, 0.06% de SDS, et
1% de glycérol

Eau Physiologique
Sodium chloride 99
Eau distillée 1000ml




Annexe

Annexe: Matériel et verreriesutilisé au cours de I’experimentation:

Verreries et instruments Appareillages
-Boites de pétri en plastique -Bec Bunsen

-Tubes & essai stériles -étuve

-Pipettes graduées -Balance de precision
-Béchers -Vortex
-ErlensMeyer de 100 ml -Plaque chauffante
-Flacons steriles -Réfrigérateur
-Spatule -Incubateur-agitateur
-Anse de platine -Bain-Marie

-Lames et lamelles -Microscope Optique
-Pince en bois

-Portoir

Réactifsutilisés en expérimentation

v Réactif de Salkowski:
2% de FeCl3 a 0.5 M dans 35% d’acideperchlorique
v" Solution de Picrate Alcaline :

2,3 g d'acide picrique dans 100mL de NaOH
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Résumé

La lutte Biologique utilise des organismes vivants dans le but de limiter la pullulation et/ou

la nocivite de diverse ennemis de culture et se base sur la régulation préventive et durable
d’importants ravageurs par leurs ennemis naturels et ceci en ayant recours a des rhizobactéries
a savoir les Pseudomonas spp fluorescent et Bacillus sp qui sont considérés comme étant le
groupe de rhizobactéries le plus fréeqguemment identifiees et utilisable dans le domaine de la
lutte biologique.

L’objectif de notre travail consiste a déterminer les éléments sur lesquelles se base cette
interaction entre bactéries antagonistes et bioagesseurs des culture tels que les métabolites
secondaires produits par Pseudomonas sp fluorescents et Bacillus sp.

Des tests préliminaires macroscopiques et microscopiques, ont permis de sélectionner des
souches pour chaque genre qui ont subis différentes techniques de caractérisation
physiologique et biochimique. Ces bactéries ont montré leur aptitudes a produire des
métabolites secondaires tels que les enzymes (Lipases, chitinases, cellulases...) Quant aux
tests d’antagonismes, ils ont montré des résultats trés satisfaisant.

Mots-clés : la lutte biologique, Pseudomonas spp.fluorescent,Bacillus sp,Antagonisme,
enzymes,AlA,métabolites secondaires, rhizosphere,

Abstract

The biological control use alive organism with the aim of limiting the multitude and/or the
harmfulness of multiple enemies of culture and bases itself on the preventive and long-lasting
regulation of important devastating by their natural enemies and this by resorting has
rhizobactéries to know fluorescent Pseudomonas spp and Bacillus sp who are considered as
being the group of rhizobactéries most frequently identified and usable in the field of the
biological fight (wrestling).

The objective of our work consists has to determine the elements on whom(which) bases itself
this interaction between opposing(conflicting) bacteria and bioagesseurs culture such as the
secondary métabolites produced by fluorescent Pseudomonas sp and Bacillus sp.

Macroscopic and microscopic (tiny) preliminary tests, allowed selecting origins (stumps) for
every kind (genre) which underwent various techniques of physiological and biochemical
characterization. These bacteria showed them capacities to produce secondary métabolites

Such as enzymes (Lipases, chitinases, cellulases) as for the tests of antagonisms, they showed
results (profits) very satisfactory.
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