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RESUME

Bacillus cereus est une bactérie largement répandue dans la nature, d'origine
tellurique. Le sol est un véritable réservoir de cette bactérie. Celle-ci appartient aux bacilles
Gram positif, aérobies ou parfois anaérobies facultatifs. Cette espéce saprophyte du sol est
également capable de se multiplier et de produire des spores qui lui permettront de persister

dans le sol ou elle est extrémement représentée.

Dans le cadre de cette these, un total de 70 souches de Bacillus spp. et 45 souches de
Bacillus cereus sont isolées et sélectionnées a partir de quatre sols rhizosphériques de la
région Sud- Ouest Algérien.

Cette étude consiste a une identification via une approche phénotypique basée sur
I’é¢tude du comportement de ces bactéries, notamment a 1’égard de la température. La gamme
de température de croissance de toutes les souches isolées est de 15 a 45°C. L’identification
phénotypique préliminaire montre une faible diversité des isolats et la dominance dans le sol
d’un type spécifique (biotype ). Les études caractéristiques basées sur 1’analyse FAME
montrent qu’il ya un total de 31 FAMEs différents présents dans les dix souches bactériennes
testées dans la présente étude .Les résultats des analyses des Fatty acid methyl ester
montrent qu’il ya trois souches bactériennes appartenant au groupe Bacillus cereus sous-
groupe «A», les autres souches appartiennent au groupe Bacillus cereus sous-groupe
« B ».Ces résultats confirment la faible diversité des isolats et la dominance dans le sol d’un
type spécifique (sous groupe « B »). L’origine commune des isolats associés aussi a la
pression de sélection exercée par des conditions environnementales, spécialement la
température dans le sol, peuvent expliquer la faible diversité des isolats. De plus, au niveau
moléculaire les deux souches sélectionnées par les analyses des FAME retenues et identifiees
par séquencage du géne de I’ARNrl6S sont Bacillus cereus ATCC 14579 et Bacillus

thuringiensis serovar konkukian str.97-27

L’efficacité des inocula bactériens est liée a la caractérisation de multiples activités
PGP telles que la production de I’acide indole acétique (AlA), de la solubilisation des
phosphates, hydrolyse de I'amidon, l'activité protéolytique, de I’activité antifongique ainsi que
de la capacité de la formation de bio-film. 100% des souches isolées ont la capacité
d’hydrolyser I’amidon et la caséine. Seules dix souches isolées ont la capacité de la

production AIA et de la solubilisation de phosphate, 91% des B.cereus sont efficaces



envers Aspergillus flavus MNHN 994294. Les souches avaient un caractére hydrophile et
hydrophobe moyen selon leurs affinités respectives aux solvants organiques utilisés, et une

adhésion plus importante sur un support en verre par rapport a un support en PVC.

Mots clés:
Bacillus cereus, sol, identification, PGP, biofilm.



ABSTRACT

Bacillus cereus is a group of bacteria frequently found in soil, widely distributed in the
environment. They are a group of ubiquitously facultative anaerobic spore-forming Gram
positive rods and are of health and economic benefits. The present study was conducted to
identify, characterize about 70 Bacillus and 45 Bacillus cereus from 4 soil plots from south-
western Algeria.

This study consists of an identification via phenotypic approach, temperature effect
on the maximal specific growth rate was studied in Bacillus cereus, all B. cereus isolates
grown from 15°C to 45°C, the preliminary phenotypic identification showed a low diversity
of isolates and dominance in the soil of a specific type (biotype I). The characterization
studies based on FAME analysis showed that total 31 different FAMEs were present in 10
bacterial isolates tested in the present study. Fatty acid profiles showed that bacterial isolates
were classified into Bacillus cereus group, three isolates were Bacillus cereus Subgroup A,
remaining isolates were Bacillus cereus Subgroup B. These results confirm a low diversity
among the isolates., both the origin of the isolates and the pressure exerted by environmental
conditions in the soil can explain the low diversity identified by our results, it has been
reported that temperature is assumed to select some bacterial groups. In addition, at the
molecular level, the two strains selected and identified by sequencing the 16S rRNA gene are

Bacillus cereus ATCC 14579 and Bacillus thuringiensis serovar konkukian str.97-27.

The effectiveness of the bacterial inoculum is related to the characterization of
multiple PGP activities such as indole acetic acid (IAA) production, phosphate solubilization,
starch hydrolysis, proteolytic activity, the antifungal activity as well as biofilm formation.
100% of isolated bacterial strains had amylolytic and proteolytic activity. Only ten strains
have the ability to AIA production and solubilization of phosphate, 91% of B.cereus are
effective against Aspergillus flavus MNHN 994294 Al strains presented a highly hydrophilic
and middle hydrophobic character Based on their respective affinities to organic solvents, and

adhesion greater in a glass support. Compared with P\VC

Key words:

Bacillus cereus, soil, identification, PGP, biofilm
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Les communautés microbiennes jouent des r6les fonctionnels trés importants dans les
écosystemes ou elles vivent. La flore bactérienne aérobie sporulée est une flore qui est
largement répandue dans la nature. Parmi les milieux naturels, Le sol n’est pas simplement le
support dans lequel les plantes s’enracinent et puisent les éléments nutritifs indispensables a
leur développement. Le sol est un véritable réservoir de micro-organismes essentiellement de
bactéries, en termes de diversité et de densité. La rhizosphere, définie comme le volume de
sol soumis a I’influence de la racine, est une zone d’intense activité microbienne. Parmi les
micro-organismes bénéfiques aux plantes, la flore PGPR (plant growth promoting
rhizobacteria) exerce de nombreuses fonctions, améliorant la nutrition de la plante ou lui
conférant une meilleure résistance aux agents pathogénes ainsi qu’aux agressions

environnementales (Joseph et al., 2007).

Le nombre d'especes bactériennes identifié¢es comme PGPR a augmenté récemment
en raison de nombreuses études portant sur une plus large gamme d'espéces vegétales sur les
progres realisés en matiére de taxonomie bactérienne ainsi que sur les progres développés
dans la compréhension des différents mécanismes d'action de ces rhizobactéries. A 1’heure
actuelle, les PGPR incluent des taxons bactériens trés divers. Un nombre trés important de
bactéries incluant des especes de Pseudomonas, Azospirillum, Azotobacter, Klebsiella,
Enterobacter, Alcaligenes, Arthobacter, Burkholderia, Pantoea, Bacillus et Serratia ont
montré une capacité d’améliorer la croissance de la plante. Les Bacillus sont tres répandues
dans la nature et peuvent étre récupérées a partir de presque tous les milieux de la biospheére,

elles représentent une proportion importante de la microflore (Kloepper et al., 2004)

Le groupe Bacillus cereus est parmi les bactéries cultivables les plus abondantes du
sol. Ce sont des bacilles Gram positifs, aérobies ou parfois anaérobies facultatifs, capables de
produire une endospore quand les conditions deviennent défavorables. Elles ont des capacités
physiologiques trés diversifiées. En effet, elles peuvent étre impliquées dans la solubilisation
du phosphate, Production d’Acide Indole Acétique(AIA), la dénitrification, la protéolyse, ou
la formation des biofilms. Le groupe Bacillus cereus regroupe sept espéces génétiquement
tres proches; Bacillus cereus sensu stricto (au sens strict), Bacillus anthracis, Bacillus
thuringiensis, Bacillus mycoides, Bacillus pseudomycoides, Bacillus cytotoxicus et Bacillus

weihenstephanensis. Les cellules végétatives de ces especes se ressemblent a tel point qu'il est
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tres difficile de les distinguer a ce stade. Au moment de la sporulation, seule I'espece
B. thuringiensis se distingue des autres par la production d'une inclusion parasporale
(Guinebretiere et al., 2008).

L’objectif des cette thése est de caractériser un groupe bactérien trés important dans
les sols en particuliers les sols désertiques : la flore sporulée : Bacillus cereus, avec comme
préalable une meilleure connaissance de leurs: isolement, purification, identification et
conservation. L’étude porte sur la diversité et la structure de cette flore ainsi que ses propriétés

fonctionnelles dans ce type de sol selon une approche phénotypique et moléculaire.

La thése est structurée en six chapitres. Les trois premiers sont une synthése
bibliographique comportant une description du groupe Bacillus cereus et le pouvoir P GP des
bactéries du sol et de la rhizosphére ensuite une étude de quelques proprietes PGP, en
particulier I’adhésion et la formation des biolfilms. Les trois autres chapitres comportent le
travail expérimental, les résultats obtenus et la discussion. Enfin la derniére partie concerne la

conclusion finale et souligne les perspectives de ce travail.
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Principaux caractéres phénotypiques, Considérations taxonomiques

Le groupe Bacillus cereus est parmi les bactéries cultivables les plus abondantes du sol (Von
Stetten et al., 1999). Ce sont des bacilles Gram positif, d'environ 1um de large et de 3 a 5 um de
long, aérobies ou parfois anaérobies facultatifs, possédant une ciliature péritriche. Capables de
produire une endospore quand les conditions deviennent défavorables, Les spores ovoides de
B. cereus, non déformantes, sont situées en position centrale ou subterminale, a raison d'une spore
par cellule. Cette forme « dormante » de la bactérie confere une résistance accrue a de nombreux
stress tels que la chaleur, la dessiccation, le pH et les UV. La gamme de température de croissance
varie de 5 a 50°C, avec un optimum compris entre 30°C et 45°C (Kramer and Gilbert, 1989;
Guinebretiere et al., 2008).

Figure 1: observation au microscope optique de cellules végétatives (A) et de spores (B) de
B. cereus (INRA, Avignon)

Figure 2 : Cellules végétatives de la souche B. cereus NVH 0075/95 en microscopie

électronique a balayage (Lund et Granum, 1996).
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Il est possible de distinguer B. cereus des autres Bacillus de morphologie similaire de par la
mobilité, I'activité hémolytique, l'incapacité a fermenter le mannitol, ainsi que par la production
d'une lécithinase extrémement active (Guinebretiere and Sanchis, 2003). Le milieu MYP (mannitol-
egg yolk- phenol red-polymyxin agar) permet de mettre en évidence l'activité lécithinase par un
précipité visible autour de la colonie, et l'incapacité de B. cereus & fermenter le mannitol, qui se
traduit par une coloration rose rouge autour de la colonie (Fricker et Reissbrodt, 2008) (Figure 3A).
L'activité hémolytique est mise en évidence par étalement sur gélose au sang de mouton et se

manifeste par une zone de lyse caractéristique aux abords de la bactérie (Figure 3B).

Figure 3: Colonies de B. cereus ATCC 14579 aprés 24h d'incubation a 30°C sur milieu MYP
(A), gélose au sang de mouton (B) (Fricker et Reissbrodt, 2008)

Ces bactéries ont des capacités physiologiques tres diversifiées. En effet, elles peuvent étre
impliguées dans la minéralisation du phosphate (Fernandez Herrera et al., 1987), la dénitrification
(Li et al., 1989), la protéolyse (Bach et al., 1999) ou la production d'antibiotiques (Milner et al.,
1996).
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Les sept groupes phylogénétiques majeurs

Le groupe Bacillus cereus regroupe sept espéces génétiquement trés proches (Guinebretiére
et al., 2008 ; Schmidt et al., 2011 ; Tourasse et al., 2011). Historiquement les especes de groupe
B. cereus ont été classées a partir d’un nombre restreint de caractéres (caractéres macroscopiques et
microscopiques, propriétés pathogenes, etc....). Bacillus cereus sensu stricto (au sens strict) agent
de TIAC mais aussi impliqué dans certains cas de surinfections locales (Bottone, 2010 et Logan,
2012), Bacillus anthracis pathogéne de I'homme et de I'animal, agent causal de I'anthrax (Mock et
Fouet, 2001), Bacillus thuringiensis enthomopathogéne utilisé en agriculture comme agent de lutte
contre les insectes (Schnepf et al., 1998; Aronson and Shai, 2001), Bacillus mycoides, Bacillus
pseudomycoides espéces caractérisées par la formation de rhizoides (Nakamura, 1998), Bacillus
weihenstephanensis qui réunit des especes psychrotrophes capables de croitre en dessous de 7°C
(Lechner et al., 1998 ; Logan et De Vos, 2009) et une espéce nouvellement décrite : B. cytotoxicus ,
et caractérisée par sa toxicité élevée, et sa thermotolérance particuliere ( croissance a 50°C) (Auger
et al., 2008 et Guinebretiere et al., 2012) . Les cellules végétatives de ces especes se ressemblent a
tel point gu'il est trés difficile de les distinguer a ce stade. Au moment de la sporulation, seule
I'espéce B. thuringiensis se distingue des autres par la production d'une inclusion parasporale
(Guinebretiere et al., 2008).

Bacillus cereus sensus stricto

L'espéce B. cereus au sens strict est capable de coloniser différents habitats. Elle est
fréquemment isolée a partir du sol, de plantes et de I'intestin de différents animaux. Elle est capable
de synthétiser des enzymes extracellulaires d'intérét industriel, des toxines et des antibiotiques. La
pathogenicité de B. cereus provient de sa capacité a produire plusieurs facteurs de virulence tels que
des phospholipases, des entérotoxines et des toxines émétiques
(céreulides) entrainant des toxi-infections alimentaires (Granum et Lund, 1997; Kotiranta et al.,
2000).

La présence de spores de B. cereus cause de sérieux problemes a l'industrie agroalimentaire
et en particulier a l'industrie laitiére, car elles sont résistantes a la chaleur et adhérent fortement a de
nombreuses surfaces y compris l'acier inoxydable. Cette adhésion est liée a I'nydrophobicité de la
surface des spores et a la présence de filaments (Tauveron et al., 2006). L'espece B. cereus ne
contient pas uniquement des souches pathogénes. Elle contient également des souches bénéfiques a

I'hnomme qui sont utilisées comme probiotiques. Ces derniers sont des compléments alimentaires qui

5
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contribuent au rétablissement de la microflore intestinale chez I'nomme et les animaux (Fuller,
1989 ; 1991)

Bacillus anthracis

B. anthracis est I’agent étiologique de  la maladie du charbon ou anthrax chez les
herbivores et en particulier les ruminants qui sont les plus exposés et les plus sensibles a I'infection.
Cette maladie est transmise a I'nomme par contact direct avec les animaux infectés ou leurs produits
(Spencer, 2003).

La virulence de B. anthracis repose essentiellement sur la présence d'une capsule et de deux
plasmides pX01 et pX02 (Mourez, 2004). La capsule est composée uniquement d'acide poly
D-glutamique, un polymeére d'acide glutamique, ce qui lui permet d'échapper a la phagocytose. Les
deux toxines sont composées de trois protéines : I'antigéne protecteur, le facteur oedématogéne et le
facteur létal. La gravité de l'infection dépend de la combinaison de ces facteurs de virulence. Grace
a son pouvoir hautement pathogéne, B. anthracis est utilisé comme arme biologique. La
contamination peut se faire par des spores qui pénéetrent dans l'organisme par des blessures

cutanées, inhalation ou ingestion (Mock et Fouet, 2001).

Bacillus thuringiensis

L'espéce B. thuringiensis est caractérisee par la production d'une inclusion parasporale au
moment de la sporulation. Cette inclusion parasporale, appelée également cristal, présente chez
certaines souches des propriétes insecticides (Angus, 1954). Ces cristaux sont principalement
constitués d’une ou plusieurs protéines de cristal (toxines Cry) et de cytotoxines (toxines Cyt), aussi
appelée 0-endotoxines (Bravo et al., 2007). Les génes codants pour les toxines Gry et Cyt sont
localisés sur les plasmides conjugatifs et sont généralement flanqués d’élément transposable
(Gonzalez et al., 1982; Lereclus et al. 1984 ; Schnepf et al., 1998) . L'utilisation de B. thuringiensis
constitue une alternative de grande valeur par rapport aux pesticides chimiques, grace d'une part a
sa grande spécificité et au respect de I'environnement, et d'autre part au faible colt de sa production.
Les bio-insecticides a base de B. thuringiensis occupent ainsi 80 a 90 % du marché mondial des
agents de contréle biologique (Gough et al., 2002). Les efforts se sont poursuivis pour isoler des
souches de B. thuringiensis présentant de nouvelles spécificités insecticides et pesticides. L'activité

entomopathogene de B. thuringiensis s'est étendue pour inclure les insectes de l'ordre des
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hymeénopteres (Garcia-Robles et al., 2001) et d'autres invertébrés comme les nématodes (Marroquin
et al., 2000; Wellman-Desbiens et al., 2011).

Bacillus weihenstephanensis

Cette espece a été isolée initialement a partir de lait pasteurisé et conservé a basse
température. Elle est caractérisée par sa capacité a croitre a 7°C mais non a 43 °C. De plus, elle
possede deux séquences signatures au niveau des génes ARNr 16S (codant pour la petite sous-unité
ribosomale) et cspA (codant pour la protéine majeure en réponse a un stress di au froid) (Lechner et
al., 1998). C'est une espéce psychrotolérante.

Bacillus cytotoxicus

Cette espece a éte isolée a partir de purees végetales et de semoules contaminées. En 1998,
elle a été responsable des déces de trois personnes suite a un empoisonnement alimentaire en
France. Elle est capable de produire une entérotoxine appelée cytotoxine K, tres pathogene pour
I’homme. Elle présente des différences phénotypiques et génétiques avec les autres espeéces du
groupe B. cereus (Fagerlund et al., 2007 ; Afchain et al., 2008 ; Auger et al., 2008 ; Rau et al.,
2009). En effet, elle se distingue par son incapacité a croitre a une température inférieure a 17°C.
Cependant, elle est capable de se multiplier a 53 °C, c'est une espéce thermotolérante (Auger et al.,
2008; Guinebretiere et al., 2013).

Bacillus mycoides et Bacillus pseudomycoides

Les especes B. mycoides et B. pseudomycoides sont des organismes saprophytes qui se
distinguent des autres espéces du groupe B. cereus par des batonnets non mobiles et la morphologie
de ses colonies qui sont rhizoides ou mycoides. Les deux especes sont trés proches, mais elles
peuvent étre distinguées par la composition en acides gras de leurs parois et le pourcentage
d’homologie en acide nucléique. Trés peu d'études se sont intéressees a ces deux especes et leur
importance économique demeure inconnue (Nakamura et Jackson, 1995; Nakamura, 1998). Des
souches de B. mycoides sont associées aux racines de certaines plantes et elles sont impliquées dans

la stimulation de la croissance de ces plantes (Nakamura et Jackson, 1995)
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Cycle de vie

B. cereus est une bactérie largement répandue dans la nature, présente dans plusieurs
réservoirs. Elle pourrait vivre en symbiose dans l'intestin de différentes espéces d'arthropodes, ou
elle serait capable d’accomplir un cycle complet de multiplication, sporulation, germination des
spores (Margulis et al., 1998 ; Jensen et al., 2003). Cette espece saprophyte du sol est également
capable de se multiplier et de produire des spores qui lui permettront de persister dans le sol ou elle
est extrémement représentée (Kotiranta et al., 2000; Vilain et al., 2006). Ces spores sont retrouvées

comme contaminant des matieres premiéres en contact direct ou indirect avec le sol.

Mammals Bacillus cereus reservoir

Insects Rhizosphere

Human body

Figure 4 : Représentation des cycles de vie de B. cereus, d’aprés (Mols & Abee, 2011).

Les auteurs décrivent un phénotype multicellulaire avec un mode de croissance filamenteux
qui permettrait a B. cereus de se déplacer dans le sol. La forme filamenteuse de B. cereus, aussi
décrite par Margulis et collaborateurs, existe également au niveau de I’intestin d’insecte (Margulis
et al., 1998). Ainsi le mode de croissance filamenteux serait associé aux modes de vie
saprophytique et symbiotique de B. cereus tandis que le mode de croissance rapide serait associé a
un cycle de vie en tant qu’agent infectieux. Il est a noter que les souches de B. cereus ne sont pas
toutes responsables de pathologie chez I’hote. Plusieurs souches sont inoffensives et certaines sont

utilisées comme probiotiques (Cutting, 2011) .
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Diversité écologique de B. cereus

B. cereus est un groupe composé de différentes espéces proches génétiquement réunies sous
la dénomination de "Groupe B. cereus" ou "B. cereus sensu lato". Les études récentes montrent que
la classification en sept especes basée sur la virulence, la physiologie ou encore la morphologie, ne
correspond pas a des critéres de divergence génétique (Guinebretiere and Sanchis, 2003; Hill et al.,
2004). Une gamme tres large de température de croissance est enregistrée au sein du Groupe
B. cereus. La température de croissance varie entre souche et ne correspond pas a une espéce de ce
groupe.

Afin d'éclaircir la classification existante, Guinebretiere et al., in Malek (2013) ont rapporté
quun méme groupe phylogénétique de B. cereus peut contenir des souches issues d’especes
différentes mais appartenant a une méme plage de température

Plusieurs études basées sur différents types d’analyses tels que les profils AFLP (Amplified
Fragment Length Polymorphism), MLST (MultiLocus Sequence Typing), MLEE (MultiLocus
Enzyme Electrophoresis), les séquences des genes ribosomaux, la séquence du géne panC, et
recherche de signatures de psychotrophie sur les séquences des genes rrs et cspA ont montré que ces
especes se répartissent en sept groupes phylogénétiques, chacun se divisant en sous-groupes,
possédant une gamme de température propre a chacun (Guinebretiere et al., 2008, Tourasse, et al.,
2011), et qui sont representés dans le Tableau 1. Le groupe | regroupe les souches de I'espéce
pseudomycoides, dont la température de croissance est comprise entre 10°C et 43°C. Les groupes
I11, IV et V regroupent les souches de B. cereus sensu stricto et B. thuringiensis, les plus mésophiles
du groupe B. cereus. Le caractére mésophile est de plus en plus marqué du groupe V vers le groupe
11 qui regroupe les souches de B. anthracis. Le groupe VII contient les souches les plus
thermophiles, dont la température de croissance varie de 20°C a 50°C. Ce groupe est trés éloigné
des 6 autres et il a été récemment proposé que la souche NVH-391.98 soit représentative d'une
nouvelle espéce thermophile appelé B. cytotoxicus (Auger et al., 2008). Le groupe Il est composé
des souches psychrotrophes de B. cereus et B. thuringiensis et le groupe VI contient les souches
psychrotrophes de B. weihenstephanensis et B. mycoides. Ces deux groupes psychrotrophes se
différencient par leur gamme de température de croissance: les souches du groupe Il ne présentent
pas de croissance en dessous de 7°C et peuvent croitre jusqu'a 40°C, alors que celles du groupe VI

sont capables de croitre dés 5°C mais sont incapables de croitre au-dela de 37°C.
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Tableau 1: Diversité génétique et écologique de B.cereus (Guinebretiereet al., 2008).

Groupe

Phylogénétique Espéces

I B. pseudomycoides

1 B. cereus 1l
B. thuringiensis Il
B. cereus Ill,
B. thuringiensis IlI,

11 emetic B. cereus

B. anthracis,

B. cereus Il1-4,

B. thuringiensis I11-4
B. cereus 1V,

v B. thuringiensis 1V

Vv B. cereus V,

B. thuringiensis V

B. weihenstephanensis
VI B. mycoides,

B. thuringiensis VI

VIl B. cytotoxicus sp. nov.

Sous-
groupes

11-1
11-2

11-3

11-4

V-1
V-2

V-3

VI-1

VI-2

VII

10

Gamme de

T°C de
croissance

10-43

7-40

15-45

10-45

8-40

5-37

20-50

% de souches comprenant :

hbl

41

71

61

67
12

14

14

97

97

86

88

83

60

cytK2 cytK1 nhe

0

0

13

73

31

57

39

79

97

79

100

100

100

100

100

100

100

100

100

ces

31
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Seules les souches appartenant au groupe VI possedent une signature de psychrophilie dans
la séquence du gene cspA, qui est un bon marqueur de discrimination entre les deux groupes de
souches psychrotrophes. Cette classification confirme que les souches psychrotrophes ne sont pas
obligatoirement membres de I’espéce B. weihenstephanensis (Stenfors et Granum, 2001).

Le groupe VII serait le groupe le plus proche d'un ancétre commun, Guinebretiere et al.,
suggeérent que le groupe B. cereus soit issu d'un ancétre thermophile et qu'il évolue vers la
psychrophilie, permettant ainsi une adaptation a de nouvelles niches écologiques. La coexistence de
deux groupes psychrotrophes semble indiquer des évolutions paralléles, en réponse a une méme
contrainte. Les souches du groupe VI sont les plus fortement marquées par le caractére
psychrotrophe, alors que les souches du groupe Il semblent étre en cours de différenciation des
groupes mésophiles.

Les souches impliquées dans des cas de TIAC sont regroupées majoritairement dans les
groupes 11, IV et VII. Les souches psychrotrophes du groupe VI n‘ont pas été associées a des TIAC
et possédent un faible potentiel cytotoxique in vitro (Cadot et al., 2010). Certaines souches du
groupe VI sont toutefois capables de produire la toxine émétique et la capacite a synthétiser cette
toxine, apportée par un plasmide, pourrait étre transférée d'une souche vers une autre (Thorsen et
al., 2006). Contrairement au groupe VI, le groupe Il (psychrotrophe) comporte des souches isolées
de TIAC. Il existe donc un risque d'émergence de souches productrices de toxine et capables de

s'adapter aux températures de réfrigération.
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—— BA Bacillus anthracis 5TR. Ames

L GBAA Bacillusanthracis str, “Ames Ancestor’

BAS Bacillusanthracis str, Sterne

BAA Bacillus anthracis str. AD248

BAMEG Bacillus anthracis str, CDC 634

BCAHB20 Bacilluscereus AHS20

BT3727 Bacillus thuringiensis serovar kounkukian str. 97-27
BCA Bacilluscereus 03BB102

BALH Bacillusthuringiensis strstr, AL HAKAM

BAC! Bacillusanthresis Cl

BCZK Bacillus cereus E33L

BCO Bacilluscereus 01

BCAH12T Bacilluscereus AH1E7
BCE Bacilluscereus ATCC 10987

BC Bacilluscereus ATCC 14579

BMB 171 Bacillusthuringiensis BMB 171
BCB4264 Bacilluscereus BA264

BCGE9842 Bacillus cereus G842

BrerkBABA Bacillus weuhenstephanensis KBABA

Bcer88 Bacillus cereus subsp, Cytotoxis NVH 391 - 98

Pidr2 Paenibacilus sp, JDR-2

Figure 5 : Arbre phylogénétique du groupe Bacillus cereus
L’arbre a été construit en comparant 157 génes présents en simple copie au sein du groupe
Bacillus cereus et en utilisant la méthode maximum de vraisemblance (Schmidt et al., 2011)
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CHAPITRE 2 : Le pouvoir PGP des bactéries du sol et de la rhizosphere

Le sol et ses composants
Le sol est a I’interface entre la lithosphere, ’atmosphére et I’hydrosphére (Alexander, 1977)
et sert de support & une partie de la biosphére (Gobat et al., 2003). Il est constitué de cing
composants majeurs : fraction minérale, matiére organique, eau, air et organismes vivants
(Alexander, 1977) (Figure 6). Les matieres organiques et minérales s’organisent de maniére a creer

des vides alors occupés par I’air et ’eau (les pores).

B Matiére minérale (40-60%)
m Eau (20-50%)
Air (10-25%)

B Matiére organique

Figure 6 : Proportion des principaux composants du sol en volume (White, 2006)

Le sol est considéré comme 1’un des environnements les plus complexes de la biosphere et
est a ce titre un réservoir majeur de la diversité microbienne. Dans le sol, les bactéries sont
soumises en permanence a des perturbations qui en modifient la structure des communautés
(Borneman et al., 1996).

Facteurs influencant la structure des communautés bactériennes du sol

Beaucoup de parametres biotiques et abiotiques interviennent pour modeler la structure des
communautés bactériennes des sols tant en termes de diversité que d’effectifs (Hassink et al., 1993 ;
Borneman et al., 1996 ; Borneman & Triplett, 1997). La dynamique bactérienne est aussi tres
importante, I’écosysteme sol étant soumis en permanence a des perturbations de tous ordres qui
vont avoir de profondes répercussions sur la structure des communautés. Il n’est pas encore possible
aujourd’hui de prendre en compte tous les paramétres influant sur la composition de la microflore

tellurique et surtout leurs interactions qui conferent une myriade de conditions différentes (Tarlera
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et al., 2008). Un certain nombre d’études ont toutefois permis d’identifier les facteurs présentant

une influence marquée sur la structure des communautes bactériennes (Tiedje et al., 1999)

Facteurs abiotiques

Les structures des communautés microbiennes sont variables et dépendent de nombreux facteurs
(Noguez et al., 2005). En effet, nous savons que la structure des communautes bactériennes ainsi
que sa composition peuvent varier considérablement suivant I’espace (Martiny et al., 2006 ;
Ramette & Tiedje, 2007). Plusieurs études suggérent méme que les caractéristiques des sols (Girvan
et al., 2003 ; Singh et al., 2006), qui conditionnent la distribution spatiale (Nunan et al., 2005 ; Ritz
et al., 2004), sont les facteurs les plus importants dans le modelage de la structure des communautés
microbiennes. Par exemple le pH influence fortement la composition des Acidobacteria et des
Actinobacteria. Le pH est 1’un des forts prédicateurs de la composition des communautés
bactériennes et de la diversité, mais suivant le type de sol d’autres facteurs peuvent agir sur la
structure des communautés comme la disponibilité des nutriments, la solubilité des métaux (Muller
et al., 2002), le contenu en carbone (Asuming-Brempong, 2008) et en azote (Fierer et al., 2007),
I’humidité des sols, la salinité (Rajendhran & Gunasekaran, 2008), les variations climatiques
(Lauber et al., 2009). Au cours du temps, le sol subit des changements, qui augmentent la
complexité globale de I'environnement sol (Nunan et al., 2001 ; Zhou et al., 2002). Tarlera et al.,
ont montré que le développement de 1’écosysteme sol favorisait le déeveloppement de communautés
bactériennes distinctes. Les changements d’utilisation des terres, particulierement la conversion des
foréts en paturage ou en champs cultivés, est un événement fréquent et un facteur affectant la
biodiversité et le fonctionnement des écosystemes terrestres (Sala et al., 2000). Les effets de
I’utilisation des terres sur 1’altération des propriétés physiques et chimiques des sols ont été
beaucoup étudié¢s. En effet, des changements d’utilisation des terres (au niveau de la composition
des espéces de plantes et des pratiques de gestion utilisées) peuvent avoir des impacts significatifs
et de long terme sur le carbone du sol, le contenu en nutriments, la texture du sol et le pH (Murty et
al., 2002). La variabilité des facteurs édaphiques a travers différentes utilisations des terres peut
avoir un effet significatif sur la structure des communautés bactériennes (Lauber et al., 2008). Les
communautés sont dominées par 5 groupes majeurs Acidobacteria, Actinobacteria, Proteobacteria,
Bacteroidetes et Firmicutes (Janssen, 2006). L’effet d’une perturbation sur les communautés
bactériennes dépend de sa durée et de sa spécificité. Aprés une perturbation transitoire, le systéme
peut retrouver son état, tandis qu’une perturbation permanente résulte en un nouvel état alteré
(Rykiel, 1985). Les perturbations avec un mode spécifique d’action altérent seulement quelques

groupes d’organismes (ex : le groupe des Proteobacteria réagit de maniére sensible au changement
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des niveaux de carbone dans le sol (Asuming-Brempong et al., 2008) tandis que celles qui agissent
non spécifiquement affectent un grand nombre de bactéries (Muller et al., 2002).

Facteurs biotiques

Pour comprendre les changements de structure des communautés bactériennes il faut prendre en
compte différents paramétres incluant le groupe taxonomique en question (Lauber et al., 2008), le
niveau de résolution phylogénétique avec lequel sont étudiées les communautés (ex : Pseudomonas)
(Cho & Tiedje, 2000). Il a été montré que les plantes peuvent avoir un impact identiqgue ou méme
supérieur a celui des facteurs abiotiques, tel que le climat, dans le contrble des fonctions des
écosystemes terrestres mais aussi au niveau de la structure des communautés bactériennes du sol
(Verville et al., 1998). La présence de plantes resulte en une augmentation significative de
I’humidité du sol, de la biomasse et de la respiration microbienne (Singh et al., 2009). La présence
de plantes joue sur la croissance des communautés bactériennes des sols et influe aussi sur les
propriétés abiotiques du sol. Elle provoque aussi des changements profonds au sein de la
communauté bactérienne du sol. 11 a été observe que beaucoup de plantes sélectionnent des groupes
de micro-organismes spécifiques via 1’exsudation de composés dans la rhizosphére, qui represente
une association positive ou les plantes fournissent le carbone pour la croissance microbienne et les
micro-organismes en retour fournissent des éléments majeurs tels que 1’azote et le phosphore, ainsi

qu’une protection contre les attaques des pathogenes et parasites (Singh et al., 2004).

Des changements significatifs des structures des communautés bactériennes dans le sol ont été
montrés lors de changements du couvert végétal. Ces changements induits par la végétation ont été
observeés aussi bien au niveau des groupes universels bactériens (Grayston et al., 1998 ; Nusslein &
Tiedje, 1999) qu’au niveau des groupes fonctionnels (Singh et al.,, 2007). Bien que les
communautés bactériennes et fongiques aient été largement étudiées indépendamment 'une de
I’autre dans de nombreux habitats, quelques études ont examiné simultanément ces deux groupes de
micro-organismes (Costa et al., 2006 ; Singh et al., 2007 ), sans toutefois tenter de comprendre les
interactions entre ces deux communautés qui demeurent tres difficiles a prendre en compte,
bactéries et champignons vivant en étroite relation dans le sol. Les interactions champignons
bactéries sont trés certainement de tous types : positive négative ou neutre. Singh et al., (2009) ont
observé une forte corrélation entre les communautés bactériennes et fongiques indépendamment des
facteurs abiotiques du sol (humidité, C et N) a I’échelle du champ (Singh et al., 2009). Des résultats
précédents avaient déja montré qu’un champignon Glomus mossae (Murty et al., 2002) avait un

impact direct sur la structure de la communauté bactérienne au niveau des racines de plantes
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(Artursson et al., 2005). Singh et al., (2007) avaient montré aussi que la communauté fongique

influence la structure de la communauté bactérienne au niveau du rhizoplan des graminées.

Les rhizobactéries promotrices de la croissance des plantes (PGPR) en tant qu agents de
lutte biologique
Dans le sol, I"activité microbienne est intense en particulier dans la zone sous I"influence des
racines, la rhizosphere, qui contient plus d"un million de micro-organismes par gramme de sol. Les
micro-organismes trouvent en effet dans ce milieu des substrats énergétiques libérés par les racines
et nécessaires a leur métabolisme : sucres, acides aminés, acides organiques, hormones... Certains
de ces micro-organismes, principalement des bactéries, sont capables de coloniser efficacement les
systemes racinaires et influencent de maniére bénéfique la plante en stimulant sa croissance et/ou en
la protégeant contre des infections par des agents phytopathogénes. Ces bactéries de la rhizosphere
sont alors reprises sous le terme PGPR (Plant Growth-Promoting Rhizobacteria). La plupart des
souches bactériennes exploitées comme biopesticides appartiennent aux genres Agrobacterium,
Bacillus et Pseudomonas. (Haas et Defago, 2005). Beaucoup de recherches se sont concentrées sur
ces deux derniers types de bactéries parce qu’ils sont des habitants communs de la rhizosphere et
possedent une grande activité dans le contrdle biologique de maladies liées au sol. 1ls ont la capacité
de produire de nombreux antibiotiques, et ils sont faciles a cultiver in vitro ou a manipuler en
laboratoire. De plus, les bacilles offrent un avantage par rapport aux autres bactéries en raison de
leur capacité a former des endospores résistantes au changement des conditions du milieu, avantage

aussi pour la formulation du produit (Raaijmakers et al., 2002; Cavaglieri et al., 2005).

Meécanismes d’action des PGPR

Les effets benéfiques des rhizobactéries sur la croissance végétale résultent de différents
mécanismes exercés par les PGPR dont les modes d’action sont directs ou indirects, bien que la
différence entre les deux ne soit pas toujours évidente. Les mécanismes indirects sont, en général,
ceux qui se produisent en dehors de la plante, tandis que les mécanismes directs sont ceux qui se
produisent a I’intéricur de la plante et affectent directement leur métabolisme. Ces mécanismes
(Figure 7) pouvant étre actifs simultanément ou séquentiellement a différentes étapes de la
croissance des plantes sont :
- La solubilisation des phosphates, la fixation de l'azote et les minéraux nutritifs, rendant ces
aliments disponibles pour la plante.

- La production de phytohormones telles que l'acide indole acétique (AlA).
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- La répression des micro-organismes pathogénes du sol (par la production du cyanure
d'hydrogéne, de sidérophores, d’antibiotiques, et/ou de la concurrence pour les nutriments) (Gupta
et al., 2000).

De plus, les PGPR peuvent contribuer dans I’amélioration de la résistance de la plante aux
stress biotiques et abiotiques (la salinité, la sécheresse et a la toxicité des métaux lourds). Sur la
base de leur activités Somers et al., (2004) ont classé les PGPR comme biofertilisants (augmentant
la disponibilité des éléments nutritifs aux plantes), phytostimulateurs (améliorant la croissance des
plantes, habituellement par la production de phytohormones), rhizoremédiateurs (dégradants les
polluants organiques) et biopesticides (lutte contre les maladies, principalement par la production de

métabolites antibiotiques et antifongiques).

w—p Effet direct = phytostimulation

@ cnnnes @ E&ffet indirect = phytoprotection
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du phosphate . 4 ' Production de phytohormones

AlA, gybbérellines, cytokinines,...

Pathogeénes

c
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Protection ’ =2 Fixation de l'azote
(antagonisme, § atmosphérique
compétition) b4 Qy%
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Figure 7: Interactions entre plantes et bactéries coopératives (ici PGPR) dans la rhizosphere
(Khan et al., 2009)
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Biofertilisation

Fixation d'azote

La fixation biologique de l'azote par les bactéries du sol est considérée comme l'un des
principaux mécanismes par lequel les plantes bénéficient de I'association microbienne. L'azote
est un aliment essentiel bien connu pour la croissance et le développement des plantes. L'utilisation
de bio-engrais tels que les bactéries fixatrices d’azote peut accroitre la productivité et constitue une
alternative viable qui contribue a réduire la pollution due aux applications d'engrais chimiques, a
préserver l'environnement et & baisser le codt de la production. Ainsi, Figueiredo et al., (2008) ont
rapporté que, au cours des deux derniéres décennies, l'utilisation de PGPR pour le développement
durable de I'environnement et de 1’agriculture a considérablement augmenté dans plusieurs régions
du monde. Les micro-organismes prennent de I'importance dans l'agriculture en favorisant la
circulation des éléments nutritifs (Sahin et al., 2004; Orhan et al., 2006). L'un des avantages des
bactéries diazotrophes est de fournir aux plantes l'azote en échange du carbone libéré comme
exsudats racinaires. Toutefois, la disponibilité du carbone comme source d’énergie est requise pour
la fixation intensive de I'azote. Ceci impose a ces diazotrophes de vivre pres des plantes soit dans la
rhizosphére, le rhizoplan ou comme endophytes.

Les microorganismes a associations symbiotiques produisent 80% de ’azote et le reste
provient des systemes libres ou associes (Graham, 1988). La fixation de I'azote non symbiotique a
une grande importance agronomique (Saxena et Tilak, 1998). Les bactéries fixatrices d’azote
associées a la rhizosphere sont de plus en plus utilisées dans les cultures des non légumineuses
comme la betterave sucriére, la canne a sucre, le riz, le mais, et le blé (Dobereiner, 1997; Hecht-
Buchholz, 1998; Sahin et al., 2004). Parmi les bactéries fixatrices d'azote non-symbiotiques les plus
importantes appartiennent a plusieurs especes : Azoarcus sp., Gluconacetobacter diazotrophicus,
Herbaspirillium sp., Azotobacter sp., Achromobacter, Acetobacter, Alcaligenes, Arthrobacter,
Azospirillum, Azomonas, Bacillus, Beijerinckia, Clostridium, Corynebacterium, Derxia,
Enterobacter, Klebsiella, Pseudomonas, Rhodospirillum, Rhodopseudomonas et Xanthobacter.
Azospirillum est le représentant des PGPR, ses capacités ont été évaluées dans des expériences a
travers le monde (Burdman et al., 2000; Dobbelaere et al., 2003; Vessey, 2003; Lucy et al., 2004;
Ramirez et Mellado, 2005). De plus, des especes de Pseudomonas , Bacillus (Glick et al., 1994;
Alam et al., 2001; Cakmakci et al., 2001; Kokalis-Burelle et al., 2002), et d’autres bactéries
endophytiques telles que Enterobacter, Klebsiella, Burkholderia et Stenotrophomonas, ont attiré
I'attention de nombreux chercheurs ces dernieres années en raison de leur association avec des
cultures importantes et leur potentiel a améliorer la croissance des plantes (Chelius et Triplett, 2000;
Verma et al., 2001; Dong et al., 2003; Ramirez et Mellado, 2005). En outre, I'inoculation réduit de
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facon significative le besoin de beaucoup d'especes végétales en fertilisant azoté, dans de
nombreuses expériences menées dans les serres et sur terrain (Bashan et Levanony, 1990; Bashan et
Holguin, 1997; Bashan et al., 2004).

Solubilisation du Phosphate
L'amélioration de la fertilité du sol est I'une des stratégies les plus communes pour augmenter la
production agricole. En plus de la fixation biologique de l'azote, la solubilisation des phosphates est
également importante. Le phosphore (P) est un macronutriment essentiel pour la croissance et le
développement des plantes mais aussi un important élément nutritif limitant cette croissance.
Contrairement a l'azote, il n'existe pas de source biologiquement disponible (Ezawa et al., 2002).
Méme dans les sols riches la plupart du phosphore n'est pas disponible pour les plantes, une grande
quantité se trouve sous forme insoluble. Les bactéries solubilisant le phosphate, PSB (Phosphate
Solubilizing Bacteria) sont fréquentes dans la rhizosphere et peuvent étre utilisées pour résoudre ce
probleme (Vessey, 2003). Les micro-organismes permettent la disponibilité du P pour les plantes
par minéralisation du P organique du sol et par solubilisation des phosphates précipités (Kucey et
al., 1989; Pradhan et Sukla, 2005). La capacité de quelques micro-organismes a convertir le
phosphore insoluble en forme accessible est un trait important pour les PGPR. Les bactéries
rhizosphériques solubilisant le phosphate pourraient étre une source prometteuse comme agent

biofertilisant dans l'agriculture (Sharma et al., 2007) (Figure 8).

Le principal mécanisme de solubilisation des phosphates est la production d’acides
organiques. Les acides gluconigue et 2-cétogluconique sont les plus fréquemment rencontrés. Les
acides glycolique, oxalique, malonique et succinique, ont également été identifiés. Certaines
souches sont capables de produire en plus des mélanges d’acides lactiques, isovalérique,
isobutyrique et acétique. La libération de ces acides mobilisant le phosphore par I'intermédiaire
d’intéractions ioniques avec les cations du sel de phosphate conduisent a l'acidification des cellules
microbiennes et de leur environnement et par consequent la libération du phosphate sous forme
ionique. La libération des groupements phosphates liés a la matiere organique est assurée par
I’action des phosphatases (Kumar et Narula, 1999; Whitelaw, 2000; Gyaneshwar et al., 2002).

Parmi les communautés bactériennes du sol, les especes de Bacillus, Enterobacter, Erwinia
et Pseudomonas spp. (Subbarao, 1988 ; Kucey et al., 1989). B. megaterium, polymyxa, circulans,
coagulans, subtilis, sircalmous sont les plus performantes (Podile et Kishore, 2006) dans la

solubilisation des phosphates. Celle-ci permet & B. megaterium, par exemple, d’améliorer le nombre
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et le poids sec de nodules, le rendement des composants, la disponibilité et I'absorption des
nutriments des cultures du soja (Son et al., 2006 ; Sharma et al., 2007) . Ainsi, la co-inoculation de
Bacillus spp avec d’autres souches PGPR réduit la demande de phosphore par 50 % sans affecter le
rendement du mais (Yazdani et al., 2009). L'inoculation par B. megaterium solubilisant les
phosphates améliore les rendements de la canne a sucre de 12,6 % (Sundara et al., 2002). Les PSB
sont communes dans la rhizosphére des plantes cultivées, et quelques exemples d’association
bénéfiques comprennent B. megaterium et les pois chiches (Elkoca et al., 2008), B. licheniformis, B.
megaterium et le blé et les épinards (Cakmakci et al., 2007), Pantoea agglomerans et la tomate
(Kim et al., 1998), Pseudomonas chlororaphis, P. putida et le soja (Cattelan et al., 1999), Avena
sativa et les souches PGPR isolées de la rhizosphére de fourrage (Wenxing et al., 2008), Serratia
marcescens, Pseudomonas sp., et le mais (Hameeda et al., 2008).

EPS produced by PSB hold free P from Indirect dissolution of C'a-P compounds

(organic P compounds)

insoluble phosphate in the medium / ‘ !
L Exo-polysaccharld l V%‘ i X Alintion J

Mineralization of organic P
by bactenal enzymes

L[ Acid Pho.sphataseg .fq paoﬁvo

“l Organic Acids r’

Excretion of organic acids which chelate mineral
ions or drop the pH to bring P into solution

H'" exerelion accompanying
the decrease in pH

H‘. (H"’ NH.“)'
(NH;" - N), H;CO,, H,S

Figure 8: Mécanismes d’action des bactéries solubilisant les phosphates (Khan et al., 2009)
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Phytostimulation

Production d’hormones de croissance

Plusieurs étapes de la croissance et du développement des plantes telles que I’élongation et
la division cellulaires, la différenciation tissulaire, et la dominance apicale sont régulées par des
hormones. De nombreuses phytohormones sont produites par les PGPR. Bien que le réle de la
biosynthése de ces phytohormones par ces micro-organismes ne soit pas entierement expliqué, il est
a noter que les mécanismes directs des PGPR sur la croissance des plantes comprennent la
production d'hormones telles les auxines, les cytokinines, les acides gibbérelliques et I'abaissement
du taux d'éthyléne chez la plante (Costacurta et Vanderleyden, 1995 ; Glick et al., 1995; Lucy et
al., 2004).

Les régulateurs de croissance des végétaux sont les substances qui influencent les processus
physiologiques de la plante a de trés faibles concentrations et modifient ou contr6lent un ou
plusieurs événements spécifiques du métabolisme d’une plante. Les hormones végétales sont des
messagers chimiques affectant la capacité de la plante a réagir a son environnement. Sans compter
qu'elles jouent un réle important dans la réponse de la plante aux stress biotiques et abiotiques. De
nombreux travaux indiquent que l'utilisation des hormones en tant que molécules signal ne sont pas
destinées seulement aux plantes mais participent également a la communication entre les bactéries

et d'autres micro-organismes (Spaepen et al., 2007).

Acide indole acétique (AIA)

L’AIA est le plus important du groupe des auxines (Ashrafuzzaman et al., 2009) et
quantitativement le plus produit par les PGPR. Il fonctionne comme une molécule signal importante
dans la régulation du développement des plantes, agissant sur l'organogenése, les réponses
trophiques, les réponses cellulaires telles que I'expansion des cellules, la division, la différenciation
et la régulation des génes (Ryu et Patten, 2008). Le role de I’AIA dans la stimulation de la
croissance est obtenu en imitant l'effet de la bactérie par I’application directe de I’AIA sur les
racines. Il favorise la survie des bactéries dans la rhizosphére. Les poids des tiges et des racines des
plantes de blé sont influencés positivement par I'ajout de I'AIA (Narula et al., 2006) (Figure 9).
Diverses espéces bactériennes possedent la capacité de produire de I’AIA. Une grande proportion
(80%) de bactéries colonisant la rhizosphere le synthétise, les bactéries a Gram positif sont
faiblement productrices (Loper et Schroth, 1986). Toutefois, I'amélioration de la croissance des
plantes par la colonisation racinaire avec des espéces de Bacillus et Paenibacillus productrices
d’AIA est bien connue (Kloepper et al., 2004 ; Idris et al., 2007).
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La biosynthése de I’AIA est affectée par plusieurs facteurs environnementaux. En
particulier, il y a une augmentation de sa production dans des conditions de pH éleve et en présence
de plus grandes quantités de tryptophane (Spaepen et al., 2009). L’AIA est généralement produit
sous forme de métabolite secondaire par les PGPR en utilisant les substrats riches exsudés par les
racines des plantes. L’AIA et ses analogues actifs dans la plupart des plantes sont synthétisés a
partir du tryptophane principal précurseur. Les exsudats des racines sont la source principale du
tryptophane dans le sol (Spaenpen et al., 2007). Jusqu'a présent, six voies de biosynthese ont été
identifiées dont cing dépendent du tryptophane et une en est indépendante. Cette voie dépend de la
présence d'indole-3-glycérolphosphate. Chez les plantes, la plupart de I’ATA se trouve sous une

forme conjuguée ce qui permet son stockage et empéche sa dégradation (Spaepen et al., 2007).

La capacité de biosynthese de l'auxine peut étre utilisée comme un outil pour le dépistage
des souches PGPR efficaces (Khalid et al., 2004). En particulier, la production de I’AIA semble étre

une propriete de la promotion de la croissance de la plante la plus répandue parmi les PGPR.
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Figure 9: Réle de I’acide indole acétique dans ’amélioration de la croissance végétale (Khan
et al ., 2009).
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Cytokinines et gibbérellines

Les cytokinines sont des aminopurines N6-substituées qui jouent un role-clé dans un grand
nombre de processus physiologiques tels que la division cellulaire des plantes, lI'interruption de la
quiescence des bourgeons dormants, l'activation de la germination des graines, la promotion de la
ramification, la croissance des racines, I'accumulation de la chlorophylle, I'expansion des feuilles et
le retard de la sénescence (Salisbury et Ross, 1992). En outre, les cytokinines régulent I'expression
du géne codant pour I’expansine, protéine qui induit le relachement des parois cellulaires des
plantes en facilitant I'expansion de la cellule végétale et provoquant sa turgescence, ceci a un impact
a la fois sur la taille et la forme des cellules (Downes et al., 2001).

Le géne codant pour I'enzyme responsable de la synthése des cytokinines a été initialement
caractérise chez Agrobacterium tumefaciens (Nester et al., 1984) et ensuite chez les bactéries
méthylotrophes et méthanotrophes (Ivanova et al., 2001 ). Depuis, de nombreuses PGPR y compris
Azotobacter, Azospirillum, Rhizobium, Bacillus et Pseudomonas spp. sont productrices de cette
hormone (Nieto et Frankenberger 1989; Timmusk et al., 1999).

L'inoculation de graines avec des bactéries productrices de cytokinines conduit
généralement a augmenter le contenu en cytokinines chez les plantes influencant ainsi
simultanément la croissance et le développement des plantes (Arkhipova et al., 2005). Divers stress
environnementaux peuvent aussi engendrer ’accumulation des taux €levés de cytokinines végétale
(Arkhipova et al., 2007). Une corrélation positive est observée chez plusieurs especes de
Iégumineuses entre le taux de cytokinines chez les plantes et la capacité de Rhizobium de former des

nodules sur les racines (Yahalom et al., 1990; Hirsch et Fang, 1994).

Les gibbérellines sont synthétisées par les plantes supérieures, les champignons et les
bactéries ; ce sont des acides diterpénoiques constitués de résidus isopreniques. Un nombre
important (136) de gibbérellines différentes est identifié et caractérisé (MacMillan, 2002). Elles
affectent la division et I'allongement cellulaires et sont impliquées dans plusieurs processus de
développement tels que la germination des graines, la floraison, la fructification et le retard de la
sénescence dans de nombreux organes d'une large gamme d'especes végétales (MacMillan, 2002).
Les gibbérellines sont également impliquées dans la promotion de la croissance de la racine car
elles régulent I'abondance des poils racinaires (Bottini et al., 2004). La capacité des bactéries a

synthétiser des substances de gibbérellines a été initialement décrite chez A. brasilense (Tien et al.,
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1979) et Rhizobium (Williams et De Mallorca, 1982 ) puis chez différents genres bactériens qui
peuplent le systéme racinaire de la plante, y compris Azotobacter, Arthrobacter, Azospirillum,
Pseudomonas, Bacillus, Acinetobacter, Flavobacterium, Micrococcus, Agrobacterium, Clostridium,
Burkholderia, et Xanthomonas (Mitter et al., 2002; Tsakelova et al., 2006; Joo et al., 2009). La
promotion de la croissance des plantes par les PGPR productrices de gibbérellines est rapportée par
plusieurs travaux et cet effet positif sur la biomasse végétale est souvent associé a une teneur accrue
en gibbérellines dans les tissus végétaux (Atzhorn et al., 1988; Gutierrez-Manero et al., 2001; Joo
et al., 2009).

Role de I’éthyléne

L'éthyléne gazeux produit de maniére endogene par les plantes a plusieurs effets sur leur
développement et agit comme molécule secondaire de signal dans l'induction des défenses de la
plante (Ecker, 1995). L'ethyléne est impliqué dans beaucoup de processus physiologiques, comme
la germination de la graine, la différentiation de tissus, la formation et 1’élongation de la racine, le
développement latéral des bourgeons, le fleurissement, ’ouverture de la fleur, la sénescence
d'organe, la maturation de fruit et ’abscission de la feuille et du fruit (Frankenberger et Arshad,
1995) (figurel0). A des concentrations élevées, I’éthyléne affecte négativement de nombreuses
étapes physiologiques des plantes. Une augmentation de la production d'éthylene agissant comme
hormone sensitive stimule la maturation des fruits et le vieillissement des fleurs. Ces symptémes
sont associés a une perte de la chlorophylle des feuilles, une dégradation des protéines et des ARN,
et une perte de pigmentation des fleurs (Oldroyd et al., 2001; Van Loon et al., 2006). De plus,
I'éthyléne, a forte concentration, empéche le développement des nodules de la luzerne (Medicago
sativa) (Glick et al., 2007) et des pois (Pisum sativum) (Cheng et al., 2008) et affaiblit la défense de
la plante contre des pathogenes (Wang et al., 2000).
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Figure 10: La phytohormone d’éthyléne affecte un grand nombre de processus différents dans
la croissance et le développement d*une plante (Glick et al., 1998 ).

Aminocyclopropane-1-carboxylate (ACC) désaminase

Au cours des dernieres années, un nouveau mecanisme de promotion de la croissance des
plantes impliquant 1’éthyléne est proposé (Burdman et al., 2000). Certaines PGPR produisent de
I’ACC désaminase, une enzyme qui pourrait cliver ’ACC, le précurseur immédiat de 1'éthyléne
dans la voie de biosynthese de I'éthylene chez les plantes. L'activité de I'ACC désaminase
diminuerait la production d'éthylene et favoriserait un allongement des racines. Les PGPR
produisant cette enzyme soulageraient ainsi la plante de plusieurs stress causés par des infections,

I’absorption de métaux lourds, la salinité élevée et méme la sécheresse (Glick et al., 1998).

Le r6le de I’ACC désaminase chez les PGPR est actuellement bien établi. Elle intervient
dans la régulation de 1I’éthyléne chez les plantes. Les PGPR s’attachent aux racines et métabolisent
les exsudats racinaires tels que le tryptophane et le transforment en auxines particulierement en
AlA. Cet AIA rhizobactérien ainsi que I’AIA endogene de la plante peuvent induire 1’activité de
I’ACC-synthase qui produit de ’ACC (Penrose et Glick, 2001). Une partie de I’ACC de la plante
est excrétée et dégradée par I’ACC-désaminase des rhizobactéries en ammoniaque et o-
cétobutyrate, composés rapidement métabolisés par les bactéries (Holguin et Glick, 2001) par
conséquent la diminution de I’ACC entraine 1’abaissement du taux d’éthyléne dans la plante (Figure
11).

25



CHAPITRE 2 : Le pouvoir PGP des bactéries du sol et de la rhizosphére

Methionine

!

S-AdoMet

'

ACC ¢
synthase ALE
deaminase Ammonia

ACC » ACC
ACC
oxidase ¢
ethylene
N
N\

Root Stress

elongation respon 57

Plant Root

2-Oxobutanoate

N

Bacterium

Figure 11 : Mécanisme d’action de I’ACC désaminase sur la production de I’éthyléne par la

plante sous stress abiotiques (Glick et al., 1998 ).

Biocontrole

Les micro-organismes, principalement les bactéries, sont capables de coloniser efficacement
les systemes racinaires et influencent de maniére bénéfique la plante en la protégeant contre des
infections par des agents phytopathogeénes. La plupart des souches bactériennes exploitées comme
biopesticides appartiennent aux genres Bacillus, Pseudomonas et Agrobacterium (Haas et Defago,
2005). De nombreuses recherches ont concerné Bacillus et Pseudomonas qui sont des habitants
communs de la rhizosphére et possedent une grande activité dans le contréle biologique de maladies
liées au sol. Ces rhizobactéries ont la capacité de produire de nombreux antibiotiques (Raaijmakers
et al., 2002). Les modes d"action des agents microbiens dans le biocontr6le ne sont pas toujours
bien connus et peuvent varier pour un micro-organisme donné en fonction du pathosysteme sur
lequel ils sont appliqués. Mais de nombreux exemples décrivant un ou plusieurs mécanismes

responsables de la réduction de la maladie sont disponibles.
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Compétition pour I'espace et les nutriments

Dans certains cas, une réduction de la maladie peut étre associée a une colonisation
importante des racines par les bactéries bénéfiques, ce qui réduit le nombre de sites habitables pour
les micro-organismes pathogenes et par conséquent, leur croissance (Piano et al., 1997; Reyes et al.,
2004). Cependant, cette corrélation entre I'importance de la population de PGPR sur les racines et
la protection observée n’est dans certains cas pas veérifiée et ne peut donc pas étre considérée

comme une regle générale.

Une rhizobactérie a croissance rapide pourrait éliminer les pathogénes fongiques par la
compétition pour le carbone et les sources d'énergie. Le PGPR doit étre présent sur les racines en
nombre suffisant pour avoir un effet bénéfique sur les plantes et pour étre capable dinstaurer une
compétition pour les nutriments dans la rhizosphere (Haas et Defago, 2005). Outre la vitesse de
croissance intrinseque, les autres proprietes renforcant le potentiel colonisateur d"une souche sont la
mobilité (présence d’un flagelle) (Jofre et al., 2004), le chimiotactisme et la faculté d"utilisation des
composes excrétés par les racines en tant que sources de carbone et d"azote (Berggren et al., 2001;
Gupta et al., 2003).

Une illustration de I"effet de la compétition pour I"espace concerne la lutte biologique contre
le pathogene Ceratocytis paradoxa qui est responsable de la maladie de la pourriture noire sur les
fruits d"ananas. On a observé que cette maladie a seulement été réduite dans les fruits prétraités
avec |I'eau de lavage de fruits d’ananas contenant la levure Pichia guilliermondii. Ce traitement
permet de réduire la germination des spores, la longueur des germes et le poids sec du pathogene C.
paradoxa et les résultats montrent que le mode d“action de P. guilliermondii serait basé sur la
compétition pour I'espace et les nutriments parce qu'on n’a observé aucun effet antagonisme de

cette levure lorsqu’elle est appliquée aprés I"inoculation du pathogéne (Reyes et al., 2004).

Compétition pour le fer et production de sidérophores

Un cas particulier de compétition pour les nutriments repose sur la compétition pour le fer.
Les micro-organismes ont la capacité de synthétiser des sidérophores qui sont des molécules
chélatrices du fer nécessaire & leur croissance. Ces composés ont une grande affinité pour le Fe**.
En s appropriant les ions ferriques présents dans la rhizosphere, ils les rendent ainsi non disponibles
pour le champignon pathogene, ce qui provoque une diminution de sa croissance. Par exemple,
certaines bactéries du genre Pseudomonas ont un grand pouvoir de chélation du fer. Elles peuvent

reconnaitre et utiliser les sidérophores produits par d"autres souches, alors que ces dernieres ne sont
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pas capables d’utiliser le sidérophore qu’elles produisent. Cette particularité peut favoriser la
souche dans le processus de la colonisation et la compétition pour le substrat mieux que d autres
habitants microbiens de la rhizosphere (Ongena et al., 2002). D autre part, malgré que la production
des sidérophores soit un mécanisme important pour lactivité des PGPR, elle est rarement
essentielle dans le biocontrole (Ongena et al., 2000; Meziane et al., 2005). Un grand nombre de
facteurs environnementaux (pH, température el la source de carbone) influence la production des
sidérophores (Duffy et Défago, 1999; Valdebenito et al., 2006).

Antibiose et parasitisme

L antibiose est probablement le mécanisme le plus connu et peut-étre le plus important
utilisé par les PGPR pour limiter I'invasion de pathogénes dans les tissus de la plante héte. Il
consiste en une inhibition directe de la croissance du pathogene via la production de métabolites
aux propriétés antifongiques et/ou antibiotiques. Les souches de B. subtilis produisent une variéte
de métabolites antifongiques puissants, par exemple : la zwittermycine-A, la kanosamine (Peypoux
et al., 1999), des lipopeptides des familles de la surfactine, de l'iturine et de la fengycine (Peypoux
et al., 1999; Bonmatin et al., 2003; Lin et al., 2005; Rahman et al., 2007) et encore des enzymes
hydrolytiques (B-1,3-gluacnase) qui peuvent dégrader les parois cellulaires fongiques
(Leelasuphakul et al., 2006).Un role de ces lipopeptides dans I'effet protecteur par une souche
particuliére de B. subtilis contre la fonte des semis des plantes d'haricots provoquées par Pythium
ultimum a été récemment montré (Ongena et al., 2005), et contre la moisissure grise de la pomme
aprés la récolte (Touré et al., 2004). D autre part chez Pseudomonas, dautres molécules
antifongiques comme le HCN, la viscosamide, la pyolutéorine, le 2,4- diacetylphloroglucinol, la
pyrrolnitrine, les phénazines et les butyrolactones sont impliquées dans le biocontrdle (Raaijmakers
et al., 1995; Haas et Keel, 2003; Haas et Defago, 2005). Plusieurs facteurs abiotiques (I'oxygéne, la
température, des sources spécifiques de carbone et d'azote, et des micro-éléments), biotiques (la
plante hote, le pathogéne, la microflore indigene, et la densité de cellules de la souche productrice)
et physiologiques tels que le quorum sensing ont été identifiés pour influencer la production des
antibiotiques par les agents bactériens de biocontréle. Ces PGPR montrent non seulement un large
spectre de diversité dans le type mais également dans le nombre d'antibiotiques produits
(Raaijmakers et al., 2002; McGowan et al., 2005). Par exemple, certaines souches de PGPR ont la
capacité d excréter des métabolites qui jouent un réle important dans I"inactivation des facteurs de
germination du pathogéne ou la dégradation de leurs facteurs de pathogénicité comme les toxines.
Ainsi, la capacité de certaines bactéries a parasiter et a dégrader les spores des pathogenes a travers

la production d"enzymes détruisant la barriére cellulaire a été démontrée (Whipps, 2001). Une étude
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récente a démontré que I"espéce de la plante héte a une influence significative sur la dynamique, la
composition et I'activité des espéces antagonistes indigénes spécifiques de Pseudomonas spp.
(Bergsma-Vlami et al., 2005).

Composés volatiles

Selon Howell et al., (1988), l'inhibition de Pythium par Enterobacter cloacae dans des boites
de Pétri cloisonnées serait d0 a des substances volatiles. L'ammoniac est I'agent inhibiteur identifie.
Il est produit comme un intermédiaire du catabolisme des acides aminés des exsudats racinaires
assimilés par la bactérie.

Un autre métabolite secondaire produit par certaines rhizobactéries est I'acide cyanhydrique
(HCN). Bien que le cyanure soit un inhibiteur métabolique général, il est synthétisé, excrété et
métabolisé par certains organismes, y compris les bactéries par la voie de décarboxylation
oxydative en utilisant la glycine, le glutamate ou la méthionine comme précurseurs (Castric, 1977;
Curl et Truelove, 1986). Son role est d’éviter la prédation ou la compétition. L’HCN joue un role
dans la lutte biologique contre les mauvaises herbes (Heydari et al., 2008). La production de HCN
est une activité commune chez Bacillus (50%) dans le sol rhizosphérique (Ahmad et al., 2008 ).

D’autres composés volatiles, le 2,3-butanediol et I'acétoine libérés par des PGPR entrainent
une amélioration appréciable de la croissance de la plante en induisant sa résistance aux maladies
(Ryu et al., 2003).

Résistance Systemique Induite (ISR)

D autre part, certaines souches de PGPR peuvent proteger les plantes d"une fagon indirecte
par la stimulation de mécanismes de défense inductibles dans la plante, ce qui peut rendre I"hdte
beaucoup plus résistant a I"agression future par des agents pathogénes. Ce phénomeéne a été nommé
«résistance systémique induite» (ISR, Induced Systemic Resistance) (Van Loon et al., 1998;
Pieterse et al., 2002).

Lors du phénomeéne, des rhizobactéries non pathogenes peuvent conférer a la plante un
certain degré de protection a des attaques ultérieures par un phytopathogéne via la stimulation de
mécanismes de défense systémique. Cette « immunité » s’initie suite a la perception par la plante de
molécules dites « élicitrices » produites par le micro-organisme bénéficiaire. Ce phénomene fait
appel séquentiellement a la reconnaissance par I’hote d’éliciteurs produits par I’agent inducteur, a

I’émission d’un signal requis pour propager 1’état induit de maniere systémique et a I’expression de
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mécanismes de défense sensu stricto qui permettent de limiter la pénétration du pathogéne dans les
tissus de la plante.

Les événements moléculaires associés a I'ISR sont de mieux en mieux connus. Ainsi, la
transmission du signal émis suite a la perception de 1’agent infectieux repose sur différentes voies
dans lesquelles 1’acide salicylique, I’acide jasmonique et 1’éthyléne jouent un role crucial
(Glazebrook et al., 2003). Cependant, ces voies s’interpénétrent et agissent avec d’autres
mécanismes pour former un réseau de régulation modulable permettant a la plante d’initier une
réponse défensive spécifique en fonction de la nature du pathogeéne, qu’il soit virus, bactérie,
champignon, insecte ou nématode (De Vos et al., 2005).

L’expression phénotypique du phénoméne de I'ISR peut étre divisée en quatre étapes principales
(Figure 12) Ces étapes sont :

1- La perception par la plante des molécules bactériennes responsables de [I’élicitation du
phénomeéne,

2- La transmission du signal nécessaire a la systémisation du phénomene dans la plante,

3- La mise en alerte de la plante au niveau systémique qui, dans la plupart des cas, n’est pas
accompagnée de modifications majeures de 1’activité¢ transcriptionnelle avant Dattaque du
pathogene

4- L’expression du ou des mécanismes de défense sensu stricto induits permettant de limiter voire

inhiber la pénétration du pathogene dans les tissus de 1’hote végétal.

Le survol de la littérature de ces dernieres années illustre la diversité des micro-organismes
non pathogenes capables d’induire I’'ISR. Le nombre d’espéces décrites comme inductrices de 'ISR
a augmenté rapidement au cours des dernieres années (Tableau2). Il inclut des bactéries Gram-
positives et en particulier des bacilles comme Paenibacillus polymyxa, B. pumilus, mycoides,
subtilis, amyloliquefaciens, pasteurii, thuringiensis ou cereus (Kloepper et al., 2004). Plusieurs
especes Gram-négatives sont également intensivement étudiées dans le contexte de la lutte
biologique basée sur I’induction de la résistance parmi lesquelles certaines entérobactéries telles que
Serratia (S. marcesens, S. plymuthica) ou Pantoea agglomerans. La plupart de ces bactéries vivent
librement dans la rhizosphére mais d’autres telle que Rhizobium elti peuvent également pénétrer
dans les espaces intercellulaires des tissus racinaires et donc se comporter comme endophytes
(Benhamou et al., 2000).
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Tableau? : Diversité des souches bactériennes identifiées comme inducteurs de la
résistance systémique chez les plantes et la diversité des pathosystémes dans lesquels ISR est
impliquée (Van Loon et Bakker, 2005).

Espéces Plante hote/pathogéne(s)

I- Gram-négatives

Pseudomonas fluorescens  Cacahuete/ Fusarium ; Arabidopsis/Fusarium, Pseudomonas -
(souche WCS417) Tomate/Fusarium ; Radis/Alternaria, Fusarium, Psendomonas

P. aeruginosa (souche TNSK2)

Serratia marcesens (souche 90-

166)

S. phmuthica
Burkholderia cepacia
Pantoea agglomerans
Kluyvera cryvoerescens
Flavomonas orvzihabitans
Rhizobium elti

Agrobact. radiobacter

Haricot/Botrytis, Colletotrichum ; Tomate/Botrvtis : Tabac/virus de la
mosaique

Concombre/Colletotrichum, Pseudomonas ; Tabac/Peronospora
Arabidopsis/Pseudomonas ;: Concombre/coléoptere ; Pi/Cronartium ;
Tomate/virus de la mosaique

Tomate/Fusarium

Tabac/Phytophthora

Pommier/Erwinia

Tomate/cucumovirus

Concombre/coléoptere

Pomme de terre/nématode

Pomme de terre/nématode

2- Gram-positives

Bacillus.  pumilus  (souche

SE34)

B.amyloliquifaciens  (souche
IN937)

B. thuringiensis

B. mycoides

B. pasteurii

B. sphaericus

B. cereus

Paenibacillus polymyxa

Tabac/Peronospora ;. Arabidopsis/Pseudomonas : Concombre/coléoptére ;
Tomate/virus de la mosaique ; Pu/Cronartium ; Pots/Fusarium -
Tomate/Fusarium, Phytophthora

Tomate/virus de la mosaique ; Concombre/coléopteére ; Arabidopsis/Erwinia

Café/Hemileia

Betterave sucriere/Cercospora
Tabac/Peronospora

Pomme de terre/nématode
Porvre/nématode

Arabidopsis | Erwinia
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Figurel2: Les différentes phases du phénoméne d’induction de la résistance chez les plantes

par les rhizobactéries (Bakker et al., 2007).

La perception de la bactérie par 1’hote végétal via un ou des éliciteurs moléculaires est la
premicre étape (A). Suite a ce dialogue moléculaire, il y a émission d’un signal a travers toute la
plante menant a un état « induit » systémique alors que la bactérie inductrice ne migre pas (B). Cet
état induit n’est que peu perceptible d’un point de vue moléculaire mais permet a la plante de réagir
rapidement et de limiter une infection ultérieure d’abord localement autour du site d’attaque (C). Il
s’en suit une réaction systémique menant a un renforcement de tous les organes qui permet une

certaine résistance vis-a-vis d’une agression future (D).
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Les déterminants bactériens de I'ISR
Les éliciteurs produits par les PGPR et impliqués dans I'ISR sont moins bien connus, mais les
recherches menées ces dernieres années ont permis didentifier plusieurs molécules bactériennes
jouant ce réle (Bakker et al., 2007).

Les composants de la surface des cellules

Les flagelles bactériens sont nécessaires pour la mobilité et I"adhérence des bactéries sur les
racines et par conséquent ils sont importants pour une colonisation efficace (Persello-Cartieaux et
al., 2003). Il a été récemment démontré que la flagelline (protéine du filament flagellaire des
Eubacteria) des rhizobactéries peut agir comme éliciteur de résistance systémique (Meziane et al.,
2005).

Le pouvoir éliciteur des lipopolyssacharides (LPS) des PGPR varie avec la plante hote. Par
exemple, P. putida WCS358 est capable d"induire I'ISR via le LPS chez plusieurs plantes telles que

le haricot, la tomate mais pas chez le radis et Arabidopsis (Meziane et al., 2005).

Les siderophores

Les sidérophores produits par les PGPR dans des conditions de carence en fer, peuvent
déclencher I'ISR chez certaines plantes. Les pyoverdines (aussi appelées pseudobactines) et la
pyochéline sont des sidérophores synthétisés pour lesquels une activité élicitrice de I'ISR a été
démontrée (Bakker et al., 2007 ; Meziane et al., 2005).

Les antibiotiques

Certains composes synthétisés par les PGPR et isolés a I'origine pour leur activité
antifongique sont également inducteurs de I'ISR. Ainsi, un rdle dans I'induction de I'ISR de la
pyocyanine a été rapporté lors du traitement de plantes de tomate par P. aeruginosa 7NSK2
(Audenaert et al., 2002). D autre part, certaines bactéries a Gram positif telles que Bacillus spp. ont
démontré leur capacité a stimuler des mécanismes de défense chez la plante, mais le plus souvent la
nature de leur déterminant provoquant I'ISR n’est pas connue (Kloepper et al., 2004). Jusqu’a
récemment, les composés volatiles organiques, et plus particulierement le 2,3-butendiol, étaient les

seuls déterminants de I"ISR connus chez Bacillus (Ping et Boland, 2004).
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L"acide salicylique

Certaines souches de PGPR sont capables de produire de I"acide salicylique (SA) sous des
conditions limitantes en fer. Dans certains cas, ce SA d’origine bactérienne joue le r6le d"éliciteur
de I'ISR. Par exemple, le SA produit par la souche P. aeruginosa 7NSK2 élicite I'ISR dans
quelques pathosystemes tels que tabac/virus de mosaique du tabac (TMV) (De Meyer et al., 1999),
haricot/Botrytis cinerea et Colletotrichum lindemuthianum (De Meyer et Hofte, 1997; Bigirimana
et Hofte, 2002). Un mutant de la
souche P. aeruginosa 7NSK2 qui n’est plus capable de produire le SA, a perdu sa capacité a
stimuler I'ISR chez le haricot (De Meyer et Hofte, 1997). Par contre, certaines études ont montré
que la production de SA par d"autres souches nest pas un déterminant de I'ISR (Press et al., 1997;
Ran et al., 2005).
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CHAPITRES : Etude de quelques propriétés PGP : adhésion et formation des biofilms
Généralité sur les biofilms

Un biofilm est formé de micro-organismes établis en population sessile et emprisonnés dans
une matrice de polysaccharides (Sutherland, 2001; Fujishige et al., 2006). Les bactéries capables de
s’organiser en biofilm adhérent a un support solide et ont une meilleure capacité d’adaptation et de
résistance aux conditions du milieu (Espinosa-Urgel, 2004). Les biofilms sont présents partout.
Toutes les installations industrielles possédant une certaine humidité sont exposées a la formation
de biofilms. Un biofilm peut se mettre en place en quelques heures, et permettre ainsi aux bactéries

qui le constituent, de devenir résistantes aux agents extérieurs

Formation et développement du biofilm

Le développement d’un biofilm se déroule en plusieurs étapes (Figure 13). La premiere
consiste en 1’adhésion primaire (réversible) des bactéries sur une surface, principalement par
liaisons chimiques non covalentes, qui sont des liaisons fragiles. Pour pouvoir approcher et adhérer
a un support, les bactéries font intervenir des appendices de mobilité appelés pili. Lors de la
deuxiéme étape, les bactéries secrétent des polysaccharides et des proteines possédant des
propriétés adhésives, pouvant empécher (Busscher et Van Der Mei, 1997) ou favoriser la
colonisation par d’autres micro-organismes (Wimpenny et al., 1993). En effet, certaines especes
sont incapables de s’ancrer elles-mémes et s’attachent au biofilm formé par d’autres especes déja
installées. Au cours de la troisieme étape, les micro-organismes se divisent et forment des
microcolonies dont la structuration implique I’expression de genes liés au quorum sensing, et a la
production d’exopolymeéres qui englobent la bactérie. Ces exopolymeéres constituent entre 50 et
95% du poids sec du biofilm. Cette matrice renforce la structure du biofilm tout en lui conservant
une grande plasticité. Le biofilm grandit et s’épaissit jusqu’a devenir macroscopique. La derniere
étape est la phase de dispersion induite par le vieillissement du biofilm, des carences ou le stress lié
a I’environnement. Les bactéries se détachent de la matrice, retournent a 1’état planctonique, et

peuvent ainsi coloniser une autre surface.

Le quorum sensing est la capacité qu’a une bactérie & communiquer et a coordonner son
comportement avec les autres bactéries d’une méme colonie en utilisant des molécules de
signalisation. Grace au quorum sensing, les bactéries d’une méme espéce coordonnent certains
comportements ou actions entre elles, en fonction de leurs nombres. Par exemple, les bactéries

opportunistes comme Pseudomonas aeruginosa peuvent croitre dans 1’organisme hote sans effets
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pathogénes jusqu’a ce qu’elles atteignent une certaine concentration. Ces bactéries deviennent alors
agressives et leur nombre suffit a depasser le systeme immunitaire héte et a former un biofilm,

entrainant la maladie.
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Figure 13 : Représentation schématique du développement d’un biofilm (Prigent-Combaret et
al., 2001). En rouge sont indiqués les principaux paramétres qui influencent I’architecture du
biofilm mature.

Propriétés du biofilm

Le biofilm mature posséde une structure bien établie. Les micro-colonies sont séparées par
des canaux qui forment un réseau de circulation permettant d’acheminer I’oxygéne et les nutriments
dans les régions profondes du biofilm, mais aussi d’évacuer les déchets. Un gradient d’oxygene et
de nutriments est observable depuis le sommet jusqu’au coeur du biofilm. Au sein de cette
structure, les bactéries modifient leurs caractéristiques phénotypiques : modification de la
morphologie, des caractéristiques énergetiques, disparition de flagelles, (Flemming, 1993;
Costerton et al., 1995; Briandet et al., 2001). Il a été démontré qu’en les comparants avec des
bactéries planctoniques, 38% des genes de E. coli étaient modifiés au cours de la phase de
colonisation (Prigent-Combaret et al., 1999). L’éradication des biofilms bactériens pose de

nombreux problémes, car si les antibiotiques ou biocides sont probants sur les bactéries

36



CHAPITRES3 : Etude de quelques propriétés PGP : adhésion et formation des biofilms

planctoniques, ils le sont beaucoup moins sur un biofilm. Les raisons de cette résistance sont encore
discutees et plusieurs hypotheses sont avancées. La concentration en nutriments a I’intérieur du
biofilm étant faible, les bactéries situées a I’intérieur de celui-ci auraient un métabolisme et une
croissance ralentis rendant les antibiotiques inefficaces. La seconde hypothése serait que la matrice
d’exopolymeres ralentirait la pénétration d’antibiotiques et de biocides. Ainsi, [’alginate,
exopolymere sécrété par la bactérie Pseudomonas aeruginosa, capture le péroxyde d’hydrogéne qui

n’atteint alors pas la cellule bactérienne (Filloux et Vallet, 2003).

Aspects positifs

Dans les eaux, sur et sous terre, les biofilms sont des composants essentiels des
environnements naturels. Les micro-organismes constituent la majeure partie de la biomasse vivante
terrestre et en tant que tel ont un réle majeur dans le recyclage des éléments essentiels a la vie. Les
bactéries ont éte associées a la formation de plusieurs types de rocs sédimentaires et de minéraux.
D’autre part, les biofilms ont été utilisés depuis des siecles avec succés dans le traitement des eaux
et des eaux usées. Des ingénieurs anglais ont développé le premier filtre a sable pour traiter les eaux
dans les années 1860. Dans ce type de filtration, la surface du filtre joue le rGle de support pour
I’adhésion des bactéries, qui forment ainsi un biofilm apte a dégrader la matiere organique de 1’eau.

La biomasse immobilisée sur le filtre est évacuée durant le cycle de rétrolavage.

Dans les sols, la morphologie des biofilms peut étre trés variable, allant de quelques colonies
a d’épais biofilms, selon les conditions environnementales. Quand des contaminants toxiques (tel
que le gasoil, I’essence, ou les solvants chlorés) sont accidentellement rejetés dans le sol, la
population bactérienne doit s’adapter a la nouvelle composition du milieu afin d’utiliser ces
contaminants comme substrat. Ce procédé est appelé bioremédiation et s’il fonctionne bien, il a la
capacité de transformer les matiéres organiques toxiques en sous-produits inoffensifs. La
biolixiviation est l'utilisation de micro-organismes pour extraire des métaux d'un minerai. La
lixiviation consiste a séparer une substance soluble d'une structure solide. Pour cela, le solide est
incorporeé a une préparation liquide qui facilite son extraction. En ce qui concerne la biolixiviation,
on utilise une solution bactérienne. La biolixiviation est un procédé utilisé actuellement a grande
échelle, a des fins commerciales comme par exemple dans le cas de la biolixiviation du cuivre. De
nos jours, environ 10 a 20% des cuivres miniers des USA sont extraits par des procédés faisant
intervenir des bactéries. Il existe un investissement considérable dans I’extension des procédés de
biolixiviation aux métaux tels que I'uranium, I’argent, I’or et enfin le molybdene. Les micro-

organismes sont aussi utilisés pour la bio-oxydation, non pour extraire les métaux mais pour les

37



CHAPITRES3 : Etude de quelques propriétés PGP : adhésion et formation des biofilms

préparer en vue de cette opération. La bio-oxydation est principalement employée lors de
I'extraction de I'or. Des micro-organismes capables de dégrader I'enrobage minéral des minerais d'or
par oxydation avant le procédé d’extraction. Ces interactions bactérie/éléments métalliques sont un
point clé des piles a combustible microbiennes (PACMSs). En effet, la plupart des bactéries isolées
des PACMs sont des bactéries métallo-réductrices.

Biofilm de la rhizosphére

La plupart des bactéries du sol s’organisent en biofilm sur les racines et les particules du sol
(Costerton et al., 1987). Toutefois, I’étude de ces structures est compliquée par la difficulté a
cultiver une grande partie des espéeces présentes (Burmolle et al., 2006). Des méthodes
physiologiques, biochimiques et moléculaires peuvent étre utilisées pour contourner ces problemes
(Amann et al., 1995 ; Aoi, 2002 ; Singh et al., 2006). Les structures bactériennes formant des
biofilms autour des hyphes des champignons mycorhiziens ont probablement un role important dans
la capacité accrue que certaines plantes ont a faire face aux agents pathogénes dans le sol (Whipps,
2001 ; Timmusk et al., 2005 ). La formation des biofilms sur les surfaces biotiques est relativement
peu connue jusqu’a maintenant. Quelques équipes de recherche ont néanmoins étudié¢ des biofilms
se formant sur les racines de plantes (Timmusk et al., 2005 ; Fujishige et al., 2006 ; Rudrappa et al.,
2008) (Tableau 3). Des recherches récentes s’intéressent maintenant a la formation des biofilms
bactériens associés aux surfaces de champignons du sol et leurs éventuelles applications
technologiques (Gonzélez-Chavez et al., 2008 ; Seneviratne et al., 2008). Certaines études sur les
biofilms se font avec des bactéries qui proviennent de collections de cultures (Timmusk et al.,
2005 ; Li, et al., 2007 ; Paramonova et al., 2007 ; Wijman et al., 2007), d’autre se font avec des
bactéries isolées directement d’échantillons environnementaux (Burmolle et al., 2006 ; Burmolle et
al., 2007).

Le plus souvent inoffensifs, les biofilms jouent un réle écologique capital et contribuent tres
largement au bon fonctionnement de la plupart des écosystemes en participant notamment au cycle
du carbone, de I’eau. D’ailleurs, depuis de nombreuses années, le traitement de nos eaux usées
s’effectue grace a [I’utilisation empirique de 1’activité épuratrice des biofilms bactériens. Ces
derniers jouent aussi un réle essentiel dans de nombreux processus : ils contribuent a la production
et a la dégradation de la matiére organique, au recyclage de 1’azote, du soufre et de nombreux
métaux. La coopération métabolique établie au sein du biofilm permet de réaliser ces réactions qui

requierent I’action concertée de bactéries ayant différentes capacités métaboliques.
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Tableau 3: Exemple de formation d’un biofilm sur les plantes avec différents sites (Monier et

Lindow, 2004).

Bacteries plantes hotes Interaction Site de colonisation
Aerial tissue

colonizers

Pseudomonas Diverse Mutualist Leaves
fluorescens Commensal/

Pseudomonas syringae  Beans Pathogen Leaves

pv. Syringae

Methylobacterium spp.  Diverse Commensal Leaves (stomates)
Erwinia amylovora, Fruit trees Pathogen Fruit leaves and flowers
Vascular colonizers

Pantoea stewartii Maize Pathogen Xylem vessels
Xylella fastidiosa Citrus and grape Pathogen Xylem vessels
Xanthomonas Crucifers Pathogen Xylem vessels
campestris pv.

Campestres

Ralstonia Diverse Pathogen Roots to xylem
solanacearum

Clavibacter michiganensis pv.  Sepedonicus Potato Pathogen

Leifsonia xyli subsp.

xyli

Spiroplasma spp

Root colonizers
Agrobacterium
tumefaciens
Azospirillum brasilense
Bacillus cereus
Burkholderia
cenocepacia
Pseudomonas spp.

Rhizobium spp.

Sugar cane

Spiroplasma spp.
Diverse

Diverse dicots

Cereals
Diverse
Onions

Diverse
Commensal/
Legumes

Pathogen

Pathogen

Pathogen
Mutualist
Commensal
Pathogen
Mutualist

Mutualist

Xylem vessels
Xylem vessels

Phloem vessels

Roots and crown
tissue

Root hairs
Roots

Roots

Roots

Root hairs and
nodules
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Les biofilms associés aux plantes

Le processus de la rhizodéposition (rejet de matiéres organiques des racines) et celui de la
décomposition de la matiere organique fraiche (agglomérat de molécules organisées d’une certaine
maniere) ont permis de développer les sols et de faire de la mycorhizosphere une niche écologique
assez riche. La composition et la structure des constituants des sols représentent une véritable mine
énergétique et structurante ce qui confére aux sols une meilleure disponibilité en nutriments
facilement assimilables. Ces constituants représentent un stock de matiéres carbonées favorisant
ainsi la stabilit¢ de la structure du sol et le développement a long terme de I’activité
microbiologique. Les micro-organismes, dont la quasi-totalité sont hétérotrophes, ont développé des
mécanismes pour en tirer profit (Davey and O'Toole, 2000). Par exemple, certains micro-
organismes bénéfiques du sol vivent en symbiose étroite avec les racines des plantes (Figure 14 et
15), allant jusqu’a former des structures spécialisées et complexes comme les mycorhizes, les
nodules et les biofilms. Ces modes de vie permettront a la fois d’améliorer la croissance
microbienne et végétale. Dans un biofilm, les mucus bactériens, communément appelés matrice
d’exopolysaccharides, permettent d’agglutiner diverses substances (fibres végétales, cristaux de
roche et débris d’animaux) et de former par conséquent des microcavités assurant la protection des
bactéries ainsi que le transport de 1’eau et des nutriments. Dans la mycorhizospheére, les biofilms
possedent diverses particularités intéressantes en agriculture, a savoir I’amélioration des échanges

sol/plante, la synergie avec d’autres micro-organismes du sol, la protection contre les pathogénes.

Figure 14 : Colonisation et formation d’un biofilm par
Bacillus sur la surface des racines (Budiharjo et al., 2011)
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Figure 15 : Développement d’un biofilm bactérien sur la surface d’une racine de la plante
(Sauer et al., 2002).

Parameétres qui influencent I’adhésion des bactéries

Il est important de noter, que les parameétres qui vont étre présentés jouent un réle important
au cours de ’adhésion primaire du micro-organisme, c'est-a-dire au cours de la premiére phase de

I’adhésion des micro-organismes lors de la formation d’un biofilm.

» Influence du matériau

La charge de surface et le caractére hydrophobe des matériaux

La charge a la surface d’un solide peut engendrer des forces €lectrostatiques d’attraction ou de
répulsion lors de I’approche de la bactérie. Les cellules bactériennes possédent une charge négative
sur leur membrane cellulaire (Corpe, 1970) mais cette charge est plus ou moins importante d’une
souche a I’autre. La charge de surface du matériau peut étre modifiée par le pH et la composition
ionique de la solution environnante. Selon Lerebour, rendre la surface d’un matériau hydrophobe et
apolaire pourrait réduire ’adhésion microbienne et les liens adhésifs entre le micro-organisme et le
matériau (Lerebour et al., 2004). Cependant la charge de surface peut aussi étre modifiée par
I’adsorption de protéines, qui a lieu au cours des premicres étapes de ’adhésion. Cette adsorption

augmente avec 1’hydrophobicité du support (Nath et al., 2004; Pamula et al., 2004) .
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Le nettoyage des surfaces

Les traitements de nettoyage des surfaces influencent la charge et I’énergie de surface du
matériau (Boulangé-Petermann ,1997). Selon les produits utilisés pour le nettoyage des surfaces
(produits acides, basiques, ...), les surfaces peuvent étre plus ou moins chargées et posséder des
énergies de surface différentes, engendrant ainsi une adhésion différente du micro-organisme. Le
nettoyage de I’acier avec un mélange HF/HNO3 dissout la couche d’oxydes du matériau. Dés que le
matériau est expos¢ a ’air, il se recouvre a nouveau d’oxydes. Selon le temps d’exposition a ’air, la

couche d’oxydes ne possede pas les mémes propriétés et peut donc influencer 1’adhésion.

La rugosité des matériaux

La rugosité semble jouer un réle important dans I’adhésion bactérienne. L’influence de la
rugosité du support reste tout de méme un parametre trés discuté dans la littérature. Des chercheurs
suédois ont comparé le développement de biofilms sur des échantillons d’acier inoxydable
présentant différents états de surface, exposés a de l'eau potable municipale (Pedersen, 1990). Apres
167 jours, ils constatent qu’un acier inoxydable mat rugueux était 1,4 fois plus recouvert de micro-
organismes que 1’acier électropoli. Selon les auteurs, des surfaces rugueuses d’une part possedent
une surface active plus importante, et d’autre part protegent les cellules des forces de cisaillement
dues a I’écoulement. En revanche, pour d’autres auteurs, la rugosité permet de réduire la surface de
contact entre le micro-organisme et le support, favorisant ainsi son detachement (Boulangé-
Petermann, 1997). Ainsi, la rugosité des supports ne parait pas influencer directement 1’adhésion.
Certains auteurs rapportent que la rugosité des matériaux influence 1’adhésion au-dessus d’une
valeur de rugosité moyenne de 0,9um (Hilbert et al., 2003). D’autres auteurs affirment qu’au dessus
de 10 um (Scheuerman et al., 1998), la rugosité n’a plus d’influence sur 1’adhésion. I1 apparait alors
que pour que la rugosité influence 1’adhésion des micro-organismes, la valeur de la rugosité

moyenne du support doit étre de I’ordre de grandeur du diamétre de 1’¢1ément biologique étudié.

Influence de la cellule bactérienne
De nombreux facteurs cellulaires peuvent modifier 1’adhésion cellulaire sur des surfaces de
matériau. Parmi ceux-ci, certains sont liés a la physiologie du micro-organisme lui-méme, la
présence d’appendices (pili, flagelle...), le mode de culture, le temps de contact avec le support et la

composition du milieu de suspension.
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Caractére hydrophile/hydrophobe de la surface des cellules

L’hydrophobicité globale d’un micro-organisme peut étre mesurée a 1’aide de la technique
MATS (Microbial Adhesion To Solvents (Bellon-Fontaine et al., 1996)). La bactérie Bacillus
cereus, est une bactérie Gram+. La paroi des bactéries Gram positif est constituée de
peptidoglycane : il est composé de glycanes reliés entre eux par des petites chaines peptidiques, il
forme un filet de mailles plus ou moins serrées. Dans le cas des bactéries & Gram négatif une
membrane externe supplémentaire existe, dans laquelle sont insérés des lipoprotéines, des Lipo Poly
Saccharides (LPS) et des trimeres : c’est un réseau lache et plus mince que la membrane des
bactéries Gram+ (Figure 16). Les parois des bactéries Gram- possédent également davantage
d’acides aminés et de lipides. Les bactéries Gram- sont généralement plut6t hydrophiles. Cependant

les protéines de surface présentes sur leur paroi peuvent les rendre hydrophobes.

Paroi bactérienne
A. Bactérie gram positif e R . Bactérie gram négatif B.
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Figure 16 : Schéma de la composition des parois des bactéries A : d’une bactérie 2 Gram
positif, B : d’une bactérie a Gram négatif.

Il a été démontré que cette caractéristiqgue du micro-organisme se révele importante du point
de vue de I’adhésion. Pradier et al., ont récemment montré que, parmi trois souches de bactéries
marines Gram-, la souche dont la surface est la plus riche en protéines adhere deux fois plus a
I’acier mais aussi au verre et au téflon que les autres souches (Pradier et al., 2005). Faille et al., ont
démontré, par exemple, que le nombre de spores hydrophobes adhérées sur différents supports
(PVC, verre, acier inoxydable) de Bacillus cereus était dix fois plus élevé que celui des spores
hydrophiles de Bacillus subtilis (Faille et al., 2002). De plus, les B.cereus étaient plus résistants que

les B.subtilis aux procédures de nettoyage.
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La présence d’appendices (pili, flagelles) ou de substances polymériques
extracellulaires

La résistance des biofilms, en terme de force d’adhérence, peut étre due a la présence
d’appendices. Plusieurs auteurs indiquent que la présence de flagelles et la mobilité des bactéries
favorisent les premieres étapes de formation du biofilm (Gavin et al., 2003; Lejeune, 2003; Moreira
et al., 2003). Les flagelles peuvent, en effet, faciliter le contact avec le support en permettant de
franchir la zone de répulsion électrostatique (Herald et al., 1988). Ceci favorise 1’adhésion des
cellules directement en contact avec la surface. Les pilis jouent également un réle primordial dans
I’adhésion et/ou 1’auto-aggrégation des micro-organismes (Bieber et al., 1998), les bactéries n’ayant
pas de pilis adhérent moins facilement que les autres (Fletcher et al., 1993). Le rdle des appendices
dans 1’adhésion explique pourquoi certaines cellules qui possedent des propriétés de surface
différentes peuvent coloniser le méme type de support.

Le mode et le milieu de culture

Le mode de culture est une caractéristique importante qui peut modifier fortement 1’adhésion des
organismes. Il a été démontré que la température de croissance avait un effet significatif sur la
mobilité électrophorétique cellulaire et la production de flagelles (Briandet et al., 1999) et, ainsi sur
I’adhésion. La surface de la bactérie, et donc son caractere hydrophobe peuvent étre affectés par la
température de croissance (Briandet et al., 1999), I’aération du milieu de culture (Aguilar- Uscanga
et al., 2003), la vitesse de rotation lors des centrifugations. De méme, la composition du milieu de
culture reste aussi un parametre important. La force ionique est souvent présentée comme un
parametre qui influence 1’adhésion (Fletcher, 1988). Cependant certains auteurs ne trouvent aucune
influence de la force ionique sur ’adhésion de levures sur du verre pour des concentrations de 33,
150 et 330 mM (Mercier-Bonin et al., 2004).

Le temps de contact entre le micro-organisme et son support

Le temps de contact entre le micro-organisme et son support est également tres important et
joue sur I’adhésion. Ainsi, certains auteurs ont pu mettre en évidence que des levures étaient plus
résistantes a I’écoulement (se détachaient plus difficilement) sur une plaque de verre aprés un temps
de contact de 15h que de 1h (Mercier-Bonin et al., 2004). Aprés un temps d’incubation plus long
(15 a 180 minutes), le nombre de bactéries adhérées s’est aussi révélé plus important (Fletcher et
al., 1993).
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L’adhésion des micro-organismes dépend donc des propriétés des deux entités, a savoir le
support et la bactérie, sans oublier le milieu environnant. 11 faut noter cependant que le support peut
étre modifié¢ assez rapidement. En effet, lorsqu’il est placé dans un environnement aqueux contenant
des molécules organiques, ces dernieres viennent contaminer la surface du support et ainsi modifier
les propriétés physicochimiques. De méme, les propriétés de surface des bactéries peuvent évoluer
avec I’age de la culture. Notre travail s’est inscrit dans une approche globale puisque I’intérét s’est
préférentiellement porté sur 1’é¢tude de ’adhésion d’un biofilm de B. cereus de quelques jours. La
plupart des conditions expérimentales ont été fixées en vue d’une reproductibilité des
manipulations: croissance de bactéries & 30°C dans des milieux de cultures identiques, ... Le seul

paramétre modifié étant les matériaux sur lesquels ’adhésion est étudiée.

45



CHAPITR 4 : Présentation de la zone d’étude et analyses physico-chimiques des sols

CHAPITR 4 : Présentation de la zone d’étude et analyses physico-chimiques des sols

1. Matériel et méthodes
1.1 Présentation de la zone d’étude

La wilaya de Nadma est issue du dernier découpage administratif de 1984. Elle se compose de
7 dairas regroupant 12 communes. Elle est insérée entre 1’Atlas tellien au nord et 1’Atlas Saharien
au sud; elle s’étend sur une superficie de 29825 km2 pour une population de 164 894 habitants, soit
une densité en moyenne de 5.6.
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Figure 17: Carte des limites administratives de la wilaya de Naama (DPAT, 2007)
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On distingue trois zones géographiques homogeénes :

Une zone steppique constituée par une vaste plaine (74% du territoire de la wilaya) dont
I’altitude augmente sensiblement vers le sud (1000 a 1300 m). Elle est caractérisée par la
prédominance de I’activité pastorale. D’ouest a 1’est, elle couvre I’espace compris entre les reliefs
proches de la frontiére Algéro-Marocaine et la limite occidentale de la wilaya d’EL Bayadh. Dans
cet espace la majeure partie des eaux de ruissellement sont drainées vers les deux endoréismes que
constitue la zone, il s’agit du Chott Rharbi (1317 km2) a I’ouest et du Chott Chergui a I’est (12216
km2). (Bensaid, 2006)

Une zone montagneuse localisée dans la région sud-ouest atteignant les 2000 metres
d’altitude et occupant 12 % du territoire de la wilaya. Il s’agit d’une partie des monts des Ksours et
des piémonts de 1’ Atlas Saharien. Elle est caractérisée par une agriculture de type oasien. (Bensaid,
2006)

Une zone présaharienne qui s’étend sur une superficie de I’ordre de 14% de la superficie

totale de la wilaya.

1.1.1 La nature des sols :

Une plus grande superficie est occupée par les sols calcimagnésiques

1.1.1.1 Sols calcimagnésiques :

Elle est représentée par plusieurs types de sols : les rendzines, sols bruns calcaires et sols
bruns calciques, sols a encrodtement gypseux. Ces sols occupent les glacis du quaternaire ancien et
moyen. (Bensaid, 2006)

1.1.1.2 Sols minéraux bruts
Les sols minéraux bruts sont représentés par les sols minéraux bruts d’érosion, les sols

minéraux bruts d’apport alluvial et les sols minéraux bruts d’apport éolien.

- Sols minéraux bruts d’érosion : sont situés sur de fortes pentes ou les couches superficielles sont
constamment entrainées empéchant ainsi la formation du sol. Le couvert végétal est tres peu
significatif avec toutefois quelques reliques de chéne vert (Quercus ilex) et le genévrier oxycedre
(Juniperus oxycedrus). (Bensaid, 2006)

- Sols minéraux bruts d’apport alluvial : se rencontrent au niveau des oueds importants. Ils

présentent une texture sableuse, une forte charge caillouteuse et leur profondeur est variable.
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- Sols minéraux bruts d’apport éolien : ils sont constitués de sable et de dunes plus au moins
mobiles. Ces sols sont occupés par une végétation psammophile & Aristida pungens et
Arthrophytum scoparium (Bensaid, 2006).

1.1.1.3 Sols peu évolués
La classe de sols peu évolués est composée par :
- Les sols peu évolués d’érosion sur roche mere dure (calcaire et gré) ou tendre (marnes), présentant
une proportion €levée d’éléments grossiers, une forte charge caillouteuse et un faible taux de
matiere organique (<2%);
- Les sols peu évolués d’apport alluvial occupent particulierement les zones basses (zone
d’épandage, daia, chenaux d’oued). Ces sols représentent la majeure partie des terres mises en
culture.

1.1.1.4. Sols halomorphes

IIs se localisent au niveau des zones de dépressions (Chott et sebkha) et des zones
d’épandage des principaux oueds. Ces sols se développent sur des matériaux alluviaux a texture
sablo limoneuse, et ils se répartissent en auréoles autour des chotts et des sebkhas et en bas des
glacis. Leur couvert végétal bien qu’homogéne dans ’ensemble varie selon leur degré de salinité et
leur taux d’humidité. Quand la salure est trop importante, la végétation se compose d’espéces
hyper-halophytes (Halcnemum strobilaceum). Toutefois, lorsque cette salure diminue on rencontre
un couvert végétal halophyte qui se compose de Salsola vermiculata, Attriplex halimus et Suaeda
fruticosa (Bensaid, 2006).

1.1.2 Type de couvert végetal :

Végétations steppiques :

L’aridité du climat ne permet pas le développement d’un couvert végétal capable de protéger
la surface du sol. La plupart des espéces, en ce milieu aride, ont acquis des caractéristiques
biologiques et morphologiques particuliéres leurs permettant de surmonter toutes les conditions
défavorables du milieu. Malgré le faible taux de recouvrement la végétation steppique constitue une
ressource naturelle de grande importance notamment dans la protection du sol contre le phénoméne
de I’érosion éolienne et dans la structuration des horizons superficiels du sol. Selon FAO (1960)
toutes éliminations ou dégradation du tapis végeétal ou des résidus végétaux qui protegent le sol sont

la cause principale de I’érosion éolienne. L’aspect de la steppe change avec le gradient
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pluviométrique et la nature du sol. La steppe du Sud-Ouest algérien est dominée par les formations
végétales suivantes:

- Steppe & alfa (Stipa tenacissima),

- Steppe a armoise blanche (Artemisia herba Alba),

- Steppe a sparte (Lygeum spartum),

- Steppe a halophytes,

- Steppe a psamophyte.

1.1.2.1 Steppes a alfa (Stipa tenacissima)

L’alfa est une plante pérenne qui est capable de résister aux aléas climatiques et aux
conditions sévéres de sécheresse tout en maintenant une activité physiologique méme au ralenti
(Aidou et Touffet, 1996). Les steppes a alfa investissent les espaces a bioclimats semi-arides a hiver
frais et froid et dans I’étage aride supérieur a hiver froid. Elles colonisent tous les substrats
géologiques de 400 a 1800 metres d’altitude. Cette steppe couvre 4 millions d'hectares sur les
Hauts-Plateaux, de la frontiere marocaine a la frontiére tunisienne; a I'ouest, elle déborde jusque
dans le Tell, atteignant le littoral; au centre, elle couvre quelques milliers d'hectares dans le Sahara.
Selon Nedjraoui (1981) la production de 1’alfa peut atteindre 10 tonnes de matiére séche par hectare
(MS/ha) mais la partie exploitable est de I’ordre de 1000 a 1500 kg MS/ha.

L’alfa joue un role trés important dans le maintien du sol et de sa protection contre le

phénomene de I’érosion éolienne et les accumulations de sable au cours des périodes de sécheresses

et de déficit hydrique du sol (Aidou et Touffet, 1996).

1.1.2.2 Steppe a armoise blanche : Chih (Artemisia herba alba)
L’armoise blanche est localisée dans les étages arides supérieurs et moyens a hiver frais et froid
avec des précipitations oscillant entre 100 et 300 mm. Elle s’étale dans les zones humides (zone
d’épandage) et sur un substrat plus ou moins limoneux ou sur un sol argileux dans les fonds des

dépressions non salées (Bouabdellah, 1991).

1.1.2.3 Steppe a sparte (Lygeum spartum)

Le sparte est une espéce qualifiée de médiocre sur le plan pastoral comme 1’alfa. Seules les
jeunes poussent et ses inflorescences sont broutées par les ovins. Sa valeur énergétique (0.3 a 0.4
UF/kg.MS) est assez faible (Bensaid, 2006).
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1.1.2.4 Steppe a halophytes

La concentration et la répartition inégale des sels dans 1’espace ont donné naissance a une
formation particuliére de la végétation steppique halophile trés appétissante autour des dépressions
salees. Les espéces les plus répandues sont : Atriplex halimus, Atriplex glauca, Suaeda fruticosa et
Frankenia Thymifolia (Nedjraoui, 1981).

1.1.2.5 Steppe a psammophites

Ce type de steppe se développe sur des terrains a texture sablonneuse et aux apports
d’origine éolienne. Dans la plus part des cas elle suit les couloirs d’ensablement et se répartit
également dans les dépressions salées. On distingue des steppes graminéennes a Aristida Pungens et
Thymellaea Microphyla et des steppes arbustives a Retama retama (raetam) (Bensaid, 2006).

1.2 Localisation des sites de prélevement

Les échantillons de sol sont collectés stérilement de la rhizosphére de quatre régions
différentes : Abdelmoula (soll), Mekmen Ben Amar (sol2), Mecheria (sol3), et Ain sefra (sol4),
(Figure 18 et19). Leurs sols sont de texture sableuse, pH alcalin, quantité moyenne de calcaire et
un taux faible en matiére organique.

Figure 18 : Localisation des sites de prélevement. (A): Abdelmoula; (B): Mekmen Ben Amar;
(C): Mechria; (D): Ain Sefra (Naama, 2017)
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Figurel9 : Situation géographique de la zone
d’étude (Région de Naama) (Nadma, 2017)
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1.3 Prélévement des échantillons

Les échantillons de sol ont été collectés a partir de la région de Nadma a une profondeur de
10 & 15 cm en dessous de la surface du sol, les preléevements sont réalisés en enfongant simplement
une cuillere préalablement stérilisée dans le sol, la terre ainsi prélevéee est ensuite placée dans des

sachets stériles bhien scellés.

1.4 Analyses physico-chimiques des sols (Analyses pédologiques)

Nous avons réalisé un certain nombre d’analyses physico-chimiques du sol pour la zone
étudiée. Nous avons ainsi pris en considération les paramétres suivants : la texture, la matiére
organique, ’acidité, le calcaire et la salinité.

Pour les zones étudiées, nous avons pris un échantillon au niveau de 1’horizon exploré par
les racines.les échantillons du sol mis a sécher a I’air libre de 4 a 8 jours. Une fois séchée, la terre
est tamisée par un tamis a mailles de 2 mm (AFNOR, 1987), séparant les éléments grossiers de la
terre fine (> 2mm).

Les analyses physico- chimiques sont effectuées selon la base de Clément et Francoise
(1998, 2003). Les analyses sont effectuées au niveau du laboratoire de pédologie de la faculté des
sciences de la nature et de la vie et des sciences de la terre et 'univers de I'université Aboubekr

Belkaid de Tlemcen.

1.4.1 Détermination de la texture :

Analyse granulométrique :

L’analyse granulométrique porte sur la terre fine du sol (¢léments de taille inférieure a 2
mm) obtenue par tamisage, puis dépourvue de matiere organique (élimination par I’eau oxygénée).
Aprés destruction des agrégats (par un dispersant, type héxamétaphosphate de Na), les particules
sont séparées par sédimentation, au cours de laquelle elles présentent une vitesse de chute en
rapport avec leur diametre.
* L'essai consiste a fractionner au moyen d'une série de tamis un matériau en plusieurs classes
granulaires de tailles décroissantes.
* Les masses des différents refus et tamisas sont rapportées a la masse initiale du matériau.
 Les dimensions de mailles et le nombre de tamis sont choisis en fonction de la nature de

I'échantillon et de la précision attendue.
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* La norme actuelle (EN 933-2) préconise, pour I’analyse granulométrique, la série de tamis
suivante en (mm): 0.045, 0.063, 0.125, 0.25, 0.50, 1, 2.

1.4.2 Détermination de la matiére organique :

La matiere organique du sol est la fraction comprenant les constituants issus, pour
I’essentiel, de la transformation des résidus végétaux du sol, des résidus animaux et des corps
microbiens.

Le dosage de la matiére organique est réalisé a partir du dosage de 1’un de ses constituants :
le carbone organique; ce dernier est estimé a 58% de la matiére organique (M.O) d’ou

% M.O= % C.Ox 172

Cette méthode permet le dosage direct du carbone organique par colorimétrie apres
oxydation de la matiére organique par le bichromate de potassium en excés en milieu sulfurique et a
135°C. En effet, la quantité de chrome IlI+ formée est proportionnelle a la teneur en carbone
organique présente dans le sol.

(40 —d * f) 0,3
5 *

%CO0x = 100

%Cox : pourcentage de carbone oxydeé ;
0,3 : conversion en mg ;

40 ml : de bichromate de potassium;

d : volume de solution de sel de Mohr ;
f=40% a

a : titrage de la solution témoin contenant seulement K,Cr,05.

Tableau 4: Echelle d’interprétation de la quantité de I’humus (Baize, 2000).

COX (%) Humus (%) Quantité
<0,6 <1 Trés faible
0,6-1,15 1-2 Faible
1,15-1,75 1-3 Moyenne
1,75-2,90 1-5 Forte
>2,90 >5 Trés forte
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1.4.3 Mesure de pH :

La qualité physico-chimique du sol est importante a connaitre car elle conditionne la
diversité de la microflore tellurique. Dans ce cas, le pH est un paramétre a déterminer du fait de leur
influence sur la composition de la communauté microbienne tellurique.

La mesure du pH consiste a homogénéiser 10 g de sol dans 25 ml d’eau distillée. Aprés
agitation, a I’aide d’un homogénéisateur pendant 15 minutes et décantation le pH du surnageant est
déterminé.

Tableau 5 : Echelle d’interprétation de I’acidité actuelle (Baize, 2000).

pH Sol
<35 Hyper acide
3,5-5,0 Trés acide
5,0-6,5 Acide
6,5-7,5 Neutre
7,5-8,5 Basique
>8,5 Tres basique

1.4.4 Dosage du calcaire total (CaCO3)

Cette technique est basée sur la réaction caractérisée du carbonate de calcium anhydre
(CaCO0s) avec du HCI (6N). Le dosage du calcaire total est réalisé a I’aide du Calcimeétre de Bernard
(Baize , 2000).

On compare le volume de gaz carbonique dégagé sous I’action du HCI par un poids connu
de terre a analyser, avec celui que ’on obtient dans les mémes conditions de températures et de

pression atmosphériques avec Ca COj3 selon la réaction :

CaCO; + HCI —— CaCl, + H,0 + CO;

% CaCO4=[2¥ 1+ 100

(P.v)
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Tableau 6 : Echelle d’interprétation de la charge en calcaire dans le sol (Baize, 2000).

Carbonate (%) Charge en calcaire
<03 Treés faible
0,3-3,00 Faible
3,00-25,0 Moyenne
25,0-60,0 Forte
> 60,0 Tres forte

1.4.5 Mesure de la conductivité électrique (CE):

La CE permet de déterminer la salinité d’un sol. Elle s’effectue a partir de I’extrait du sol
dilué au 1/5 dans I’eau distillée en homogénéisant 10g de sol/ 50 ml H20. Apres agitation (30mn) et
décantation, la CE de D’extrait est mesurée a 1’aide d’un conductivimétre. Les résultats sont
exprimes en uS/cm. L’estimation de la teneur globale en sels dissous a été faite a 1’aide de 1’échelle

de salure des sols.

Tableau 7 : Salinité des sols en fonction de la C.E. (Baize, 2000).

CE 25°C (uS/ cm) Désignation
<250 Non salé
250 < CE25°C < 750 Moyennement salé
750 < CE 25C° < 2250 Fortement salé
2250 < CE 25C° < 5000 Trés fortement salé
5000 < CE 25C° < 20000 Excessivement salé
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2. Reésultat et discussion
2.1 Analyse du sol

Les résultats de texture, des valeurs de pH, de la CE, CaCOs et de la matiére organique sont
résumes dans le tableau 8. Les quatre sols sont considérés alcalin (pH variant de 8.08 a 8.50), la Cg
est élevée pour les quatre sols. Les quatre sols sont moyennement calcaires. De plus, les taux de
matiere organique ou de carbone total témoignent de la nature et de la localisation des sols. Il est

clair que les quatre sols situés en régions semi -arides et arides sont pauvres en matiére organique.

Tabeau 8 : Détermination des parametres physico-chimiques des sols

Echantillons Texture pH Ce CaCo03 Mat org
(HS/cm) (%) (%)
Soll Sableuse (88.27% sable) 8.08 625 8.5 1.03
Sol2 Sableuse (96.24% sable) 8.39 690 115 1.23
Sol3 Sableuse (94.33% sable) 8.30 680 19 1.17
Sol4 Sableuse (98.27% sable) 8.50 705 14.5 1.37

Dans notre cas d’étude, les sols testés renferment des taux faibles en éléments grossiers. Les
élements grossiers (EG) sont tous les constituants minéraux individualises (fragments de roches
poly- ou mono-minéraux) de dimensions supérieures a 2 mm. Méme s'ils ont perdu, partiellement
ou totalement leur structure lithique originelle par altération, ils n'ont pas acquis de structure
pédologique (Baize, 2000). La faible présence d’¢éléments grossiers favorise le déeveloppement
racinaire, ce qui est favorable pour la culture surtout que nous sommes dans une zone semi-aride et
aride. La faible présence de ces éléments grossiers peut jouer un réle non négligeable, car le sol ne
demande pas beaucoup de travail.

Les analyses granulométriques montrent qu’il n’y a pas une différence significative entre les
quatre exploitations. Les horizons étudiés sont donc classes comme des textures sableuses selon le
triangle textural du groupement d'études des Problemes de Pédologie Appliquée : G.E.P.P.A.

De plus, la texture d'un sol a une incidence directe sur sa teneur en nutriments, son humidité
et sa capacité de drainage. Les sols sableux se drainent facilement mais ils ont tendance a étre secs
et infertiles. Les sols argileux sont plut6t fertiles, mais sont souvent mouillés et mal drainés. Les
quatre sols représentent des régions pauvres en matiére organique, moyennes en calcaire, par
conséquent le pH est alcalin.

La variation des valeurs de pH est la conséquence de la nature géomorphologique des sols et

des conditions climatiques. Les valeurs élevées du pH sont fréquemment corrélatives de difficulté
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d'assimilabilité par les plantes de certains éléments qui leurs sont indispensables (phosphore, zinc,
manganese, cuivre et fer) (Gros, 1979). La valeur du pH détermine les comportements physiques
(stabilité de la structure...), chimiques (fonctionnement de la Cg, assimilabilité du phosphore,
biodisponibilité des oligo-éléments et micro-¢léments...) et biologiques (humification et
minéralisation des matiéres organiques) du sol. Le meilleur compromis est obtenu, suivant les
cultures, pour des sols neutres, peu acides ou peu basiques. Le pH permet également d’estimer la
quantité d’ions H+ présents dans le sol et le taux de saturation.

La matiere organique joue un réle important dans I’adsorption et la rétention de I’eau et des
cations, c’est une source importante d’éléments nutritifs pour les plantes, elle joue aussi un role
important vis-a-vis de la stabilité structurale d’ou une influence sur les phénoménes de battance,
ruissellement, érosion (Baize, 2000). Le manque de matiére organique réduit la stabilité des sols,
donc on deduit que le rapport calcaire- matiére organique est essentiel pour une bonne stabilité
structurale.

La présence du calcaire dans un sol agricole est importante mais sa quantité doit étre
compatible avec la texture du sol, ses composantes chimiques et le type de culture pratiqué. La
présence de calcaire confére au sol des caractéristiques spécifiques en terme de comportement
physique et chimique et influe sur son activité biologique. Son absence totale a pour consequence
une acidification progressive, plus ou moins rapide suivant le contexte pédoclimatique, qu’il est
nécessaire de compenser par des apports réguliers d’amendements basiques. Au-dela de 5% de
calcaire total, les réserves naturelles de calcium et leur libération progressive par dissolution sous
I’effet des précipitations et de I’activité chimique et biologique du sol rend inutile le retour au
chaulage sur le trés long terme. Les quatre sols étudiés sont considérés comme alcalins. Les
accumulations calcaires et I’aridité du climat font augmenter le pH. Dans beaucoup de cas, les
carences en oligo-éléments sont dues a un pH du sol trop faible (sol acide) ou plus fréquemment un
pH trop élevé (sol alcalin). Ce dernier entraine la formation d'hydroxydes insolubles (Rogers et al.,
2005).

La mesure de la conductivité électrique reflete la minéralisation des sols. Elle est
rigoureusement proportionnelle a la salinité. A la base des normes, les quatre sols des régions semi

arides et arides, dont la valeur de la Cg permet de conclure qu’ils sont moyennement salins.
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CHAPITRE 5 : Isolement et identification des souches

Les Bacillus sont tres répandus dans la nature et peuvent étre récupérés a partir de presque
tous les milieux de la biosphere, ils représentent une proportion importante de la microflore, sont
des germes souvent rencontrés dans le sol. Les souches appartenant au groupe B. cereus sensu lato
possedent un domaine de croissance extrémement large de 5°C a 50°C. Ces souches sont divisées
en 7 groupes phylogénétiques qui regroupent des souches dont le domaine de croissance est proche
(Guinebretiere et al., 2008) Le groupe Bacillus cereus regroupe 7 especes genétiqguement tres
proches : Bacillus cereus sensu stricto (au sens strict) Bacillus anthracis, Bacillus thuringiensis,
Bacillus mycoides, Bacillus pseudomycoides, Bacillus weihenstephanensis et Bacillus
cytotoxicus .Ces espéces ont été classées a partir d’'un nombre restreint de caractéres (caractéres
macroscopiques et microscopiques, propriétés pathogénes, etc....) (Guinebretiére et al., 2008 ;
Schmidt et al., 2011 ; Tourasse et al., 2011).

1. Matériel et méthodes

1.1 Isolement des bactéries
L’isolement des bactéries rhizosphériques se fait par prélevement de 1g de sol. Chaque
échantillon extrait est additionné a 9ml d’eau distillée stérile et agit¢ pendant 30mn, c’est la
solution mére avec une concentration 10, Les solutions décimales ont été réalisées jusqu’a la
dilution 10, I1 servira ensuite a ensemencer deux milieux différents permettant d’isoler le genre

Bacillus et sélectionner des especes de groupe Bacillus. cereus.

1.2 Identification du genre Bacillus

Pour la sélection du genre Bacillus uniquement, un prétraitement thermique (10mn a 80°C)
est réalisé, afin de sélectionner les spores bactériennes et d’éliminer toutes les formes végétatives
(Vinter, 1965). Un inoculum des suspensions de sol et de leurs dilutions a été ensemencé par
épuisement sur gelose nutritive ou sur milieu Luria-Bertani Agar (LB) a I’aide d’une anse de
platine. Aprés incubation a 30°C + 1°C pendant 24h a 48h, les colonies bactériennes ont été isolées
puis purifiées par passages successifs entre bouillon nutritif et gélose nutritive plusieurs fois. La
purification est nécessaire par le fait de la présence de certains types de cellules autres que Bacillus.
De chaque type de colonie, un frottis est préparé, puis observé au microscope apres la double

coloration de Gram.
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Les souches de Bacillus sont vérifiées par la coloration de Gram et par la formation de
I’endospore. La catalase positive, la mobilité a I’état vital, la réaction positive a la coloration de
Gram et la visualisation de I’endospore, par observation microscopique, grace a sa réfringence a la
lumiére, sont les quatre critéres recherchés, ils sont suffisants selon Gordon et al., (1973) et Claus
et Barkely,(1986) pour affirmer I’appartenance au genre Bacillus. Un total de 70 souches est
recueilli et réparti comme suit : 10 souches du sol 1, 15 souches du sol 2, 10 souches du sol 3, et 35
souches du sol 4.

1.3 Conservation des souches
Pour déterminer les micro-organismes prédominant dans chaque échantillon, des colonies
avec une morphologie distincte représentant les différents types obtenus sur boite de pétri, sont
transférées dans des tubes de géloses nutritives inclinées et incubées pendant 24h a 37°C. Les

souches sont ensuite conservées au réfrigérateur a une température de 4°C.

1.4 ldentification au groupe B. cereus
La confirmation de I’appartenance des souches au groupe B. Cereus a été porté sur des

caractéres d’identification de ce groupe selon la norme AFNOR (1996).

1.4.1 Mise en évidence de la production de lécithinase
Apres 24h d’incubation a 30°C dans un milieu MOSSEL complet (MOSSEL de Base +
poly-myxine+ jaune d’ceuf) les colonies des espéces de groupe B. cereus sont de couleur rose (ne
fermentent pas le mannitol), grandes et presque toujours entourées d’une zone blanche de précipité
due a I’action d’hydrolyse du jaune d’ceuf suite a la production de lécithinase. Les 45 souches
sélectionnées appartenant au groupe B. cereus sont réparties comme suit : 5 souches du sol 1, 12 du
sol 2, 6 dusol 3 et 22 dusol 4.

1.3 .2 La recherche de ’hémolysine
L’hémolyse, ou lyse des hématies, est due a la rupture de leur membrane plasmique, souvent
sous I’action de phosphatidyl-choline estérase des bactéries et sous I’action de molécules
provoguant la formation de pores membranaires (hémolysine).
La production de I’hémolysine se fait sur gélose au sang, par ensemencement d’une goutte de
la suspension cellulaire. Apres incubation a 30°C pendant 24h, les colonies hémolytiques

apparaissent entourées d’une zone claire d’hémolyse.
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Si la digestion de I’hémoglobine est partielle voire totale, la couleur rouge disparait et on
observe une zone éclaircie (hémolyse partielle), voire incolore (hémolyse compléte) autour de la
colonie. On parle alors d’hémolysep. La digestion peut étre incompléte et il se forme des produits
verdatres ou marrons (dont la méthémoglobine) et on parle d’hémolyse a.. On peut trouver des
germes non hémolytiques (appelée hémolyse gamma). Et on note que les espéces de groupe B.
cereus sont habituellement hémolytiques de type .

1.4.3 Principaux caractéres biochimiques et physiologiques

La caractérisation des souches isolées a porté sur I’étude des propriétés biochimiques et
physiologiques des souches. 45 souches ont été isolées et identifier par le systeme APl 20 E. Selon
Malek 2013, les 12 premiers caractéres sont les plus recherchés pour la mise en évidence du groupe
B.cereus.

Les souches isolées et conservees dans des tubes de gélose nutritive inclinée sont revivifiées
par passage intempestif dans le bouillon nutritif 18-24 h a 30°C, puis sur la gélose nutritive.
L’inoculation des galeries API par les suspensions élaborées a partir de la formation des colonies
isolées, selon les recommandations du manuel. Les plaques sont incubées a 30°c pendant 24 h et la
lecture est faite apres avoir additionne les réactifs adéquats.

Pour determiner I’influence de la température sur la croissance de groupe Bacillus cereus,
la croissance était suivie durant 72 heures. L’incubation de gélose ensemencée par les bactéries a
eu lieu a 10; 15; 20; 30; 37; 45; 50°C. Le développement bactérien est apprécié par

I’observation de I’apparition d’un trouble dans le bouillon nutritif

1.4.4 Observation au microscope a contraste de phase
Une partie de colonie ayant donné une croissance sur la gélose nutritive est déposée sur la
partie centrale d’une lame contenant une goutte d’eau distillée. L'ensemble est recouvert d’une

lamelle et examiné au microscope a contraste de phase (Zeiss AXIA).

1.4.5 Observation au microscope électronique a balayage
Les mémes échantillons observés au microscopie optique sont utilisés pour 1’observation au
microscope électronique a balayage (Zeiss EVO), mais sans coloration. Ce dernier est un appareil,

d’observation d’échantillons biologiques.
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1.4.6 Extraction et analyse des fatty acid methyl ester (FAME) profiles

Nous avons utilisé la chromatographie en phase gazeuse (CG) (HP6890, Hewlett Packard,
Palo Alto, CA, USA) pour identifier FAME. On a identifié le profil des FAME des souches
bactériennes par la comparaison avec des données commerciales (TSBA 6) de MIS software
package (Sherlock 6.0 MIDI, Inc., Newark, DE, 2005).

Chaque échantillon est traité dans un tube a essai, le protocole est le suivant :
- Prélevement des bactéries bien isolées.
- Saponification: Mélanger I'eau et le méthanol. Ajouter des pastilles de NaOH a la solution tout en
agitant et remuer jusqu'a la dissolution
-Méthylation: ajouter de 1’acide au méthanol avec agitation.
- Extraction: ajouter I'éther tert-butyl méthyl (MTBE) a I'hexane et bien mélanger.

- Lavage: ajouter des pastilles de NaOH a I'eau tout en agitant jusqu’a la dissolution.

1.4.7 Identification moléculaire

L’identification moléculaire des souches a été réalisée au Laboratoire de Microbiologie,
Department of Genetic and bioengineering, faculty of Engineering and architecture, Yeditepe
University, Turkey. Elle se base sur I’amplification et le séquengage des génes de I’ARNr 16S.

La détermination génétique de I’espece se base sur I’étude des génes des ARN ribosomiques
notamment le géne de I’ARNr 16S. Cette séquence d’ADN tres conservée au sein des especes (plus
de 99%). La procédure consiste a amplifier le géne, en présence d’une amorce reconnaissant la
région sur I’ADN, qui par la suite est séquencée. Les séquences sont comparées avec des bases de
données de séquences de nucléotides déja connues existant dans des banques internationales de

données

1.4.7.1 Extraction d’ADN

La préparation de I’ ADN bactérien a été réalisée selon la technique de Guinebreticre et
Nguyen-the, (2003). Les souches sont repiquées sur gelose luria et incubées une nuit a 30°C. Les
cultures (2 colonies) sont suspendues dans 575 ul d’un mélange de TSE (525 pl) et de SDS a20%
(50 pl). La suspension ainsi préparée est incubée a 55°C pendant 1 h avec 25 pl de protéinase K (10
ug/ ul). L’ADN a été extrait par des centrifugations successives a 13000 g pendant 5 min, avec du
phénol en premier puis du chloroforme. La phase aqueuse est précipitée avec 2,5 volumes d’éthanol
froid a 100% et centrifugée a 13 000 g pendant 20 min.
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Le surnageant est éliminé et le culot est lavé avec 800 pl d’éthanol froid a 70% a 13000 g pendant
10 min. Le culot est ensuite séché et suspendu dans 100 ul d’eau distillée stérile et stocké a — 20°C.
L’ADN est quantifi¢ par mesure de I’absorbance a 260 nm dans un spectrophotometre. L’ADN

ainsi extrait va subir des amplifications par PCR simple.

1.4.7.2 Amplification par PCR

La PCR permet l'amplification spécifique dun fragment de ’ADN cible en présence
d’oligonucléotides codant cette région d”intérét. Le principe de la PCR consiste en la répétition d"un
cycle triphasique :
-dénaturation de I’ADN a amplifier, hybridation de deux amorces de part et d"autre de la séquence
cible et enfin, élongation des amorces par I"activité d'une ADN polymérase en présence de dNTP.
La PCR est realisée dans un thermocycleur apres addition des reactifs suivants :
Préparation du mélange
- dNTP mix (2.5Mm) 4yl
- Tampon 5 X 10ul,
- Tag-polymérase 0,5ul,
- ADN de I’échantillon 5pl,
- Primmer F (100mM) : 1ul
- Primmer R (100mM) : 1ul
- H20 (eau ultra pure stérile) : 28,5ul
Le mélange, distribué dans des tubes de PCR, a raison de 50 puL

Les amorces varient selon le géne d’intérét a amplifier. Dans ce cas 1'amorce spécifique est
27F (5’-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3’) et 1492R (5’-CTACGGCTACCTTGTTACGA-3")
(Invitrogen).

L’amplication de I’ADN se déroule comme suit : aprés une premiére phase de dénaturation
(30 sec a 98°C), 35 cycles comprenant chacun trois étapes de variation de température :
- dénaturation de10 s a 98°C,
- hybridation de 30sec a 55°C,
- élongation de 2mn a 72°C.

- élongation final 8mn a 72°C
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1.4.7.3 Electrophorése sur gel d’agarose
Les produits d’amplification sont analysés sur gel d’agarose a 1.5% (p/v) contenant quelques
gouttes d’une solution de bromure d’éthidium (0,5 mg/l). La migration se fait pendant 20mn a

100V. Le gel est visualisé sous lumiére UV et photographié avec un systéeme de capture digitale.

1.4.7.4 Séquencage
Le produit de ’amplification du géne de ’ARNr 16S est séquencé dans biotechnology
company « Macrogen » in a Korean with a large DNA sequencing service facility

Les séquences partielles de I’ARNr 16S des souches obtenues sont comparées avec les

séquences des ARNr 16S disponibles par la recherche des BLAST.

2. Resultats et discussion

2.1. Caractérisation phénotypique

2.1.1. Présence de Bacillus spp.

La présence des bacilles sporogenes aérobies est bien représentée dans les différents types
de sol. En se reposant sur la forme bacillaire, rectangulaire ou légérement arrondie au niveau des
bords, la réaction positive a la double coloration de Gram, la possession d’une catalase et sur le
critéere taxonomique clé, qui est 1’endospore visualisée grace a sa réfringence a la lumiére,
I’appartenance au genre Bacillus a éte établit. Un total de 70 souches est recueilli et réparti sur 04
endroits, dans la wilaya de Nadma (Tableau 9)

Tableau 9 : Nombre des souches et leurs répartitions.

Echantillons Nombre des souches
Soll 10
Sol2 15
Sol3 10
Sol4 35
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Figure 20 : Caractéristiques morphologiques de deux souches A: Bacillus spp. (sol3)
sur gélose Luria; B: Bacillus spp (sol2) sur gélose Luria

2.1.2. Bacillus cereus

2.1.2.1 Détermination du profil biochimique

En se basant sur les 12 premiers tests de la galerie APl 20 E, nous avons pu identifier deux
types (biotypes) présentant une grande ressemblance : un groupe majoritaire de 42 souches issues
de plusieurs origines, et un groupe minoritaire ayant 3 souches seulement. Aussi, le nombre de
caracteres positifs est trés faible : 4 (biotypes 1) a 3 (biotypes Il) tests, et n'aboutit pas a une
discrimination fiable entre les membres du groupe B. cereus. Les souches de la partie majoritaire ne
possedent que 4 réactions positives (VP+ Citrate+, ADH+ et Gélatine+) (Tableau 10).. Ces résultats
sont comparables a ceux obtenus par Malek (2013), concernant des souches de B. cereus d’origine

laitiére.

Tableau 10 : caractéres biochimiques et physiologiques des 45 souches de B. cereus

Nombre des Origine Biotypes Profil thermique
souches (Caracteéres positifs)

5 Abdelmoula (sol1) biotype |

12 Mekmen Ben Amar (sol2)  (VP, Citrate, ADH,

5 Mechria(sol 3) Gélatine) Mésophile 15°C
20 Ain Sefra (sol 4) to 45°C

1 Mechria(sol 3) biotype II

2 Ain Sefra(sol 4) (VP, Citrate, Gelatine)
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2.1.2.2Caractéristiques morphologiques des colonies du B. cereus sur gélose Luria

L’identification phénotypique préliminaire montre une faible diversité des isolats et la
dominance dans le sol d’un type spécifique (biotype I), et rassemblant les différents types de
colonies formées sur la gélose Luria

Bacillus cereus est considérée comme une bactérie du sol, cependant B. cereus montre un cycle
de vie, avec la capacité de germer, de se multiplier et de se sporuler. La capacité de sporulation de
ce genre bactérien favorise d’une part ’'ubiquité et d’autre part la survie dans des environnements
trés divers. A coté de sa survie sous forme de spore, Bacillus cereus serait donc capable d’une

activité de type saprophytique, qui pourrait renforcer sa présence dans le sol.

2.1.2.3 Caractéristiques microscopiques des cultures de B. cereus

D’apres les photos obtenues aux microscopes a contraste de phase (figure 21), les cellules
vegeétatives correspondent aux criteres morphologiques des souches de B. cereus. Les bacilles sont
grands avec des bouts carrés et des coins arrondis caractéristiques des bactéries du groupe

B.cereus.

Pour I’identification du groupe B. cereus, nous avons utilisé des techniques phénotypique et
moléculaire. La caractérisation a porté sur 45 souches de B. cereus isolées. L’utilisation des tests
morphologiques, biochimiques et physiologiques ont permis de sélectionner deux souches dans le

but d’une étude moléculaire.

65



CHAPITRE 5 : Isolement et identification des souches

Figure2l : Caractéristiques morphologiques de deux souches A: B.cereus (Bact 2) dans
le milieu MYP; B: B.cereus (Bact 3) dans MYP; C: activité hemolytic de B.cereus (Bact 2) ;
D: Observation au microscope électronique a balayage
de B.cereus (Bact 2) E : Observation au microscope a contraste de phase
de B.cereus (Bact 2)

2.1.2.4 Analyse des FAME
Dix souches bactériennes ont été examinées dans cette étude (Figure 22). Elles
appartiennent au groupe B. cereus. Les études caractéristiques basées sur I’analyse FAME montrent
qu’il ya un total de 31 FAMEs différents présents dans les dix souches bactériennes testées dans la
présente étude (Tableau 11). Les reésultats des analyses des fatty acid methyl ester montrent qu’il
ya trois souches bactériennes (bact3, bact4, bact7) appartenant au groupe Bacillus cereus sous
groupe « A », les autres souches (bactl, bact2, bact5, bact8, bact9 et bact10) appartenant au groupe

Bacillus cereus sous groupe « B ».

Les résultats basés sur le profil fatty acid methyl ester confirment la faible diversité des
isolats et la dominance dans le sol d’un type spécifique (sous groupe « B »), D’origine commune

des isolats associée aussi a la pression de sélection exercée par des conditions environnementales,
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spécialement la température dans le sol, peuvent expliquer la faible diversité des isolats identifiés
dans cette étude, il a été rapporté que la température est supposée sélectionner certains groupes
bactériens (Von Stetten et al., 1999). Plusieurs facteurs environnementaux peuvent influencer les
communautés bactériennes, parmi ces facteurs le type de végétation (Kuske et al., 2002), la
température (Ward et al., 1998), I'état des éléments nutritifs (Broughton & Gross, 2000), la salinité
(Nubel et al., 2000), et d'autres facteurs environnementaux.
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Figure 22 : Analyse des esters d’acides gras méthyles (FAME)

2.1.2.1 Identification moléculaire

Les deux souches sélectionnées par les analyses des FAME sont identifiées par séquencage
de ’ADNr 16S Bact 2 (Bacillus cereus sous groupe « A »), et Bact 3 (Bacillus cereus sous groupe
« B »).

Selon BLAST analysis la Bact2 est apparentée (a 66%) aux espéces de Bacillus cereus et
est identifiée sous le nom de Bacillus cereus ATCC 14579 (numéro d’accession NC 004722.1). Par
contre la Bact3 présente une homologie de 72% avec I’espéce Bacillus thuringiensis serovar
konkukian str.97-27 (numéro d’accession NC 005957.1).

L’identification moléculaire par le séquengage du gene de I’ARNr16S a permis I’affiliation
phylogénétique d’un type spécifique qui correspond aux groupe phylogénétique III de la
classification de Guibretiere et al., (2008), la gamme de température de croissance de ce groupe est
de 15 a 45°C. Cette étude est basée sur les habitats, les limites de températures et les pouvoirs
pathogénes. Dans la présente étude, I’analyse génotypique a confirmé les résultats obtenus par la
caracterisation phénotypique notamment a I’égard de la température, La gamme de température de
croissance des deux souches identifiées est de 15 a 45°C
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Figure 23 : Amplification 16S rDNA-PCR
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Tableaull: composition des fatty acid (%ow/w) des 10 souches.

Fatty acids bactl Bact2 Bact3 Bact4 Bact5 Bact6 Bact7 Bact8 Bact9 Bact10
12 :0iso 0.97 1.33 0.48 1.04 0.73 0.88 0.48 1.04 1.25 117
12::0 0.74 0.80 0.38 0.81 0.56 0.66 0.51 0.57 0.71 0.70
13:0iso 8.16 7.71 6.57 9.49 7.61 7.46 8.78 8.93 11.32 8.96
13 :0 anteiso 0.94 1.45 0.79 1.17 1.42 1.62 0.65 1.04 2.16 1.24
13:0 - 031 - e 033 - 017 - 0.36
14 :0iso 5.99 7.15 4.01 5.10 5.52 5.08 371 6.58 5.21 6.34
14:1wbc e e e e e e 022 - e e
14:0 5.06 6.21 3.29 5.84 5.50 5.02 4.67 4.69 4.43 5.36
15:0iso 27.49 24.08 30.99 30.98 29.89 29.16 3191 28.15 25.28 29.44
15 :0 anteiso 4.29 5.14 4.21 4.05 6.85 6.73 3.36 4.63 6.35 4.75
15:1wsc - )/ J— 028 - 027 - 027 e 0.26
15:0 e e e e e e e e e
16 :1w7c alcohol  0.44 0.55 0.59 0.44 0.50 0.70 0.44 0.49 0.91 0.95
16 :0iso 9.59 10.72 9.76 7.33 7.89 8.12 6.05 9.77 7.39 9.00
16:1wllc 0.36 0.34 0.43 0.28 0.40 0.45 0.22 0.29 1.97 0.54
16:1whc - 026 - 0.27 0.43 0.37 1.00 - e e
16:0 11.01 10.03 8.12 8.30 9.13 5.90 5.77 10.27 10.51 8.41
15:020H  ---- e 030 - 0.25 034 - e e
17 :1iso w10c 0.94 1.15 1.96 1.29 1.43 1.31 0.90 1.93 1.84
17 :1 iso whc 1.67 1.53 2.59 2.32 2.03 3.16 2.90 1.71 1.19 1.47
17 :1 anteisoA 0.48 0.54 0.81 0.54 0.70 1.39 0.70 0.52 0.49 0.48
17 :0iso 9.19 7.69 11.71 8.62 7.09 5.84 8.54 8.30 7.91 8.81
17 :0 anteiso 1.87 2.12 2.78 1.52 2.39 2.36 1.40 1.84 2.57 1.84
17:1W6C e meemeen e s e 0.24 036 - e e
17:0 0.40 0.41 0.29 0.27 - 024 - 032 - 0.36
18 :0iso 0.26 0.37 sem e e e e 020 e e
18:1isoH - e eeeem e e e 029 - e e
18:1 w9c 1.62 0.76 1.28 0.31 0.40 0.23 0.35 0.31 0.79 0.46
I T e T 0.17 e
18:0 0.69 0.43 0.59 0.34 0.30 0.19 0.23 0.46 0.49 0.33
18:120H  —-em e e 0.29 029 - 019 - 0.31
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CHAPITRE 6 : Activité PGP de B.cereus

Les PGPR exercent sur les plantes divers effets bénéfiques. Elles influencent la croissance des
plantes par divers mécanismes directs ou indirects. Elles présentent, généralement, plus de deux ou
trois activités agissant d’une maniére synergique (Joseph et al., 2007; Yasmin et al., 2007). De
nombreuses bactéries incluant des espéces de Pseudomonas, Azospirillum, Azotobacter, Klebsiella,
Enterobacter, Alcaligenes, Arthobacter, Burkholderia, Pantoea, Bacillus et Serratia ont une
capacité d’améliorer la croissance de la plante (Kloepper et Beauchamp, 1992; et Glick, 1995).
Toutefois, la sélection d’une souche PGPR efficace est liée a la caractérisation de ses propriétés
favorisant la croissance végétale. Par conséquent, cette partie a pour objectif la perspective d’une
sélection des isolats présentant le plus fort potentiel PGP.

1. Materiel et methodes
1. 2 Mesure des activités PGPR
Un screening des activités PGP de I’ensemble des souches dans le but de sélectionner les

souches les plus performantes est effectué :

1.2.1 Solubilisation des phosphates

La méthode decrite par Beneduzi et al, (2008) permet d’évaluer la capacité de solubilisation des
phosphates sur milieu glucose yeast extract agar (GYA), deux autres solutions ont été préparées
séparément; On dissout d'abord 5 g de K2HP04 dans 50 ml d'eau distillée et ensuite 10 g de CaCl2
dans 100 ml d'eau distillée. Ces deux solutions ont été ajoutées a 1 L de GYA. Un volume de 10ul
de chaque culture bactérienne de 24h est déposé a la surface du milieu puis incubé a 30°C/7jours, la

solubilisation des phosphates se traduit par un halo clair autour de la colonie

1.2.2 Production d’Acide Indole Acétique (AlIA)

La production de I’acide indole acétique est testée sur milieu LB auquel est ajouté du
tryptophane (1g /l) (Penrose et Glick, 2003). Le milicu est ensemencé par 100 ul des cultures
bactériennes, par incubation a 30°C/ 3jours.). Les cultures sont centrifugées a 5000 rpm/ 20min.
1ml du surnageant est mélangé a 2ml du réactif de Salkowski (1.5 ml de FeCI3.6H20 0.5 M dans
80 ml de 60%). La présence de couleur rose indique la production de l'acide indole acétique
(1AA) ;
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1.2.3. Mise en évidence des activités enzymatiques

1.2.3.1 Détermination de I’activité amylolytique

Ce test a été réalisé en cultivant la souche sur une gélose nutritive contenant 1% d’amidon.
Apres avoir obtenu une bonne culture bactérienne, la gélose a été recouverte d’une solution de
Lugol. L’hydrolyse de I’amidon est ainsi mise en évidence par I’apparition d’une zone claire autour
de la colonie, par contre un résultat négatif se traduit par une couleur brune autour de la culture
(Guptaet al., 2004).

1.2.3.2 Détermination de ’activité protéolytique : recherche de la caséinase

L’hydrolyse de la caseine a été étudiée sur un milieu gélosé contenant 5% de lait écremé.
Apres 48 heures d’incubation a 30°C, la présence de cette activité est détectée par un halo clair
autour de la strie indiquant I’hydrolyse de la caséine, par contre un résultat négatif ne montre

aucune zone d’hydrolyse autour de la culture (Marchand et al., 2009).

1.2.4. Activité antifongique

La détermination de I’antagonisme des bactéries est effectuée in vitro sur milieu Potato-
Dextrose- Agar (PDA). Les souches bactériennes sont testées pour leur capacité a inhiber la
croissance d’une souche de référence d’un champignon phytopathogéne : Aspergillus flavus MNHN
994294 . Un disque de gélose de 6 mm de diameétre de la culture de chaque champignon est déposé
sur la gélose PDA en boite de Pétri. 2ul de chaque culture bactérienne de 10 ® UFC/ml sont
ensemences en spot a 3 cm de la souche fongique. Un témoin négatif de la souche fongique est testé
en absence de bactéries. Les boites sont incubées a 30°C/4 jours. La zone d’inhibition est calculée et
interprétée  selon Kumar et al. (2002), les souches qui ont un diametre de 1 a 5 mm, présentent
une faible inhibition, celles qui ont un diamétre de 6 a 10 mm sont moyennement inhibitrices, et

les souches de 11a 15 mm de diameétre ont une forte inhibition

1.2.5 Adhesion de B. cereus

L’adhésion aux surfaces est une étape primordiale dans le processus de formation de
biofilm. Elle est sous I’influence de nombreux parameétres. Dans cette partie 1’intérét est porté sur
des parametres propres aux bactéries, principalement I’état physiologique (spore) ainsi que les
propriétés de surface de spores telles que ’hydrophobicité. L’adhésion est étudiée surlO souches

isolées de 04 endroits, dans la wilaya de Nadma.
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1.2.5.1 Adhésion des spores de B. cereus
Les souches conservées sur gélose nutritive inclinée sont revivifiées sur milieu LB puis
enrichies par ensemencement de 1ml dans 7 ml du bouillon LB. Ces cultures enrichies vont servir

pour la préparation des suspensions sporales.

1.2.5.1.1 Préparation des suspensions sporales

Les suspensions sporales sont préparées selon la technique de Mazas et al. (1995) in Malek
(2013). Les cultures enrichies (0.1 ml) sont ensemencées par étalement au rateau sur des boites
contenant de la gélose LB fortifiée (additionnée de Mg™™ (40 mg) et de CaCl, (100mg) par litre de
milieu. L’ajout de ces sels stimule le phénomeéne de sporulation. Les boites sont incubées 5 a 7 jours
a 30°C. Le taux de sporulation est vérifié par examen microscopique de frottis colorés au bleu de
méthyléne ou a la fushine. Ces cultures sont utilisées a plus de 90% de spores. Les spores sont
récupérées comme suit : le tapis forme a la surface des boites de pétri est inondé d’ecau distillée
stérile et raclé a ’aide d’un rateau. La suspension ainsi obtenue subit une série de centrifugations.
La premiére a 500 g pendant 5 min, permet de débarrasser les spores des debris du milieu de
culture. Le culot est ainsi jeté, et le surnageant transféré dans un autre tube, subit une centrifugation
a 2000 g pendant 20 min. A I’issue de cette deuxiéme centrifugation, le surnageant est éliminé et le
culot suspendu dans le méme volume d’cau distillée stérile, est centrifugé a 2000 g pendant 20 min.
Le culot est récupéré, additionné d’eau distillée stérile, et soumis a un traitement thermique de
80 °C pendant 10 min afin d’éliminer les cellules végétatives. Enfin et aprés la mesure de leurs

densités optiques, les suspensions sporales sont conservées a 4°C en vue de leur utilisation.

1.2.5.2 Caractérisation des propriétés de surface des spores.

L’identification des propriétés de surface des spores de 10 souches de B. cereus, a été
exécutée par la méthode MATS (Microbial Adhesion To Solvent). L’aspect hydrophobe/hydrophile
des spores est caractérisé par la mesure de 1’adhésion au solvant I’hexadécane (Bellon-Fontaine et
al., 1996) .

Le protocole adopté est celui décrit par Malek (2013) pour les spores de B. cereus. Les
suspensions sporales préalablement préparées sont ajustées a une absorbance de 0.6-1 a 595 nm
(Ao). Les culots sont lavés en amont de chaque manipulation, puis 2 ml sont ajoutées a 400 pl de

solvant. Le mélange est homogénéisé au vortex durant 10 secondes a vitesse maximale. Aprés 15
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minutes d'attente nécessaires a la séparation des deux phases, la DO (595 nm) de la phase aqueuse
(Ay) est enregistrée.

La déduction du pourcentage de spores adhérentes au solvant (A), est obtenue selon la
formule suivante : A = (Ao — A1)/A; x 100 Chaque mesure nécessite au moins trois répétitions. La
lecture des résultats est réalisée selon la fourchette proposé par (Simmonds et al., 2003) : A <a 40%
: la souche est considérée comme hydrophile. 40 < A 60% : la souche est hautement hydrophobe.

1.2.6 Formation de biofilm de B. cereus en microplaque de PVC

Des plaques a 96 puits en polystyrenes sont remplies de 100 pl de bouillon luria et
ensemencées avec le méme volume d’une culture bactérienne de 24h dans un bouillon luria
(Wijman et al., 2007). Les plaques sont incubées 24 h a 30°C, puis soumises au traitement suivant :
les puits sont vidés, et rincés 3 fois a 1’eau pour éliminer les cellules libres ou faiblement attachées.
Les plaques sont ensuite, sechées en position renversee puis colorées avec une solution de cristal
violet a 1% pendant 30 mn, le colorant est jete, et les puits laves 2 fois a I’eau distillée stérile. 100

uL d’éthanol absolu sont ensuite ajoutés apres avoir laissé secher quelques minutes.

1.2.7 Formation de biofilm de B. cereus en tube : La méthode tube (TM)

C’est une technique qui permet une évaluation qualitative de la formation du biofilm décrite
par Christensen et al. (1982). A partir d’une boite de culture sur 18-24 heures, ensemencer une
colonie dans 10 mL de bouillon lauria puis incuber a 30°C pendant 24 h. Les tubes ont été lavés
avec du PBS (pH=7,3) puis séchés. Chaque tube a été ensuite coloré par le cristal violet (0,1%)
pendant 15 minutes. L’excés de colorant a été enlevé et les tubes ont été lavés avec de 1’eau
distillée, puis séchés en position renversee (Mathur et al., 2006). La formation du biofilm est
considérée comme positive quand un film visible double et recouvre le mur et la formation d’un

anneau se fait a I’interface liquide (Wijman et al., 2007).

2. Résultat et discussion

2.1 Activités PGP

Les réponses des bactéries isolées aux différents tests inhérents a la promotion de la
croissance végétale permettent la mise en évidence des potentialités naturelles de chaque souche.
S’agissant dans cette partie de déterminer les propriétés ayant des effets bénéfiques directs sur les
plantes par ’apport d’éléments nutritifs, ou indirects par la protection contre les

phytopathogenes.
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2.1.1 Activités amylolytiques, protéolytiques et production AIA

Le profil des activités amylolytiques et protéolytiques des 45 souches a montré que ces
derniers ont la capacité d’hydrolyser I’amidon et la caséine (Tableau 12).

Dix souches de Bacillus cereus ont la capacité de la production AIA (Tableau 12). Selon
(Mirza et al., 2001), la production d” TAA par des micro-organismes peut varier au sein d’une
méme espece, plusieurs facteurs peuvent influencer la production de I'TAA ,le pH du milieu peut
modifier la biosynthese des IAA (Spaepen et al.,, 2007). Il existe peu d'études relatives a la
quantification des IAA par des Bacillus thuringiensis et Bacillus cereus. Gomes et al. (2003) ont
démontré que les Bacillus cereus sont connues pour leurs capacité a produire de l'acide
gibbérellique, IAA (Karadeniz et al., 2006). En outre, Tilak et al. (2006) ont confirmé I'implication
de B. cereus dans la promotion de la croissance de Cajanus cajan sp (L.) Mill., Tandis que Bullied
et al. (2002) ont constaté que cela favorise la croissance des bactéries soja (Glycine max).

Figure 24: Activités amylolytiques et protéolytiques de B cereus (Bact2). A: hydrolyse

de caséine. B: starch hydrolyse d’amidon

2.1.2 Solubilisation de phosphates

La solubilisation des phosphates sur milieu solide, est révélée par un halo de transparence
autour de la colonie aprés 7 jours d’incubation a 30°C, nos résultats ont montré la capacité de dix
souches isolées a solubiliser le phosphate (Tableau 12). Les espéces du genre Bacillus ont la
capacité d’augmenter la disponibilité du phosphates dans le sol (Bhattacharyya and Jha, 2012) et
plusieurs facteurs environnementaux tels que le pH et le type de sol peut affecter fortement les
phénomenes de fixation et la précipitation du P dans le sol. Compte tenu de la nature des sols de
prélevement et de la variation de leurs caractéristiques physico-chimiques, il s’est avéré nécessaire
d’apprécier le comportement des souches selon leur site natif, le sol a un effet positif sur la

solubilisation des phosphates pour les bactéries a Gram+ sporulées.
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Tableau 12 : Activités PGP des 45 souches de B. cereus de quatre differents sites. (A): Abdelmoula;
(B): Mekmen Ben Amar; (C): Mechria; (D): Ain Sefra

Souches  Production  Solubilisation  Activité Formationdu  Formationdu  activité Sites
AlA?® de Phosphate”  amylolytique biofilm en biofilm en antifongique
et microplague tube* Aflavus®
proteolytique® PVC
Bactl - - + - + - B
Bact2 + - + - + + D
Bact3 + + + ++ + +++ D
Bact4 + + + - + +++ D
Bact5 - - + - + - A
Bact6 - - + - + ++ D
Bact7 + - + - + +++ D
Bact8 - - + - + + B
Bact9 + + + - + ++ C
Bact10 - - + - + +++ D
Bactll - - + - + + D
Bactl12 - - + - + +++ D
Bactl13 - - + - + + C
Bact14 - - + - + - C
Bactl15 - - + - + ++ C
Bactl16 - - + - + +++ A
Bactl7 - - + - + + A
Bactl18 - - + - + + D
Bact19 - - + - + +++ D
Bact20 - - + - + + D
Bact21 - - + - + +++ D
Bact22 - - + - + - D
Bact23 - - + - + + C
Bact24 - - + - + +++ A
Bact25 - - + - + + A
Bact26 - - + - + +++ B
Bact27 - - + - + +++ D
Bact28 - - + - + +++ D
Bact29 - - + - + ++ D
Bact30 - - + - + +++ B
Bact31 - - + - + ++ B
Bact32 - - + - + ++ D
Bact33 - - + - + + D
Bact34 - - + - + + D
Bact35 - - + - + ++ B
Bact36 - - + - + + D
Bact37 + + + + + + D
Bact38 + + + ++ + ++ D
Bact39 - - + + + +++ B
Bact40 + + + ++ + ++ B
Bact41l - + + + + ++ B
Bact42 - - + + + +++ B
Bact43 - + + + + +++ B
Bact44 + + + + + +++ B
Bact45 + + + + + +++ C

%: +: capacité de la production IAA, -: ne produit pas IAA; (°): +: capacité de la solubilisation de
Phosphate, - : ne solubilise pas P ; (°): +: Activité amylolytique et proteolytique; ( °): +: formation de
biofilm, - : pas de formation de biofilm; (°): —: ne présente pas une inhibition; + : inhibition faible (1 a 5
mm); ++ : inhibition moyenne (6 a 10 mm); +++ : inhibition forte (114 15 mm).
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2.1.3 Les propriétés de surface des spores

Le caractere hydrophobe des spores des 10 souches de B. cereus varie de 18.5% a 57%
d’adhérence a I’hexadécane (Tableau 13). Les spores sont considérées comme hydrophiles et
hydrophobes modérés car le pourcentage d’adhésion a 1’hexadécane le plus élevé (57%) est
inférieur & 60%. Les 07souches hydrophiles sont plus nombreuses que les 03 souches hydrophobes.
Sachant que les valeurs de I’hydrophobicité des spores hydrophobes, comme montrées par le
pourcentage d’adhérence a I’hexadécane couvrent un faible intervalle de 47.37 & 57%. On note alors
I’absence de spores hautement hydrophobes. Ces résultats sont comparables a ceux trouvés par
Malek 2013, concernant la ’hydrophobicité des spores des souches de B. cereus d’origine laiticre.
De plus, le caractére hydrophile des spores est présent, les pourcentages d’adhésion a ’hexadécane
se situent entre 18,5% et 36%. La prépondérance de spores hydrophiles parmi les souches de
B.cereus, préalablement signalée par Malek (2013) dans le cas des souches de B. cereus d’origine
laitiere, est a noter par la méme occasion et que les spores de ces bactéeries sont de maniere générale
considérées comme hydrophobes et hautement hydrophobes. Selon Malek 2013, les spores

hydrophiles dans le groupe B. cereus ont été tres peu décrites.

Dans le groupe B. cereus, la variabilité entre des souches dans les propriétés de surface,
principalement I’hydrophobicité a déja été citée (Tauveron et al., 2006). D’aprés Malek (2013), la
morphologie de la surface des spores ne permet pas de faire la différence seulement entre les
especes du groupe B. cereus mais aussi entre souches étroitement apparentées dans la méme espéce.
L’hydrophobicité des souches peut également étre perturbée par des facteurs liés a 1'environnement
et représenter une adaptation exceptionnelle a des environnements spécifiques (Malek 2013). Ceci
pourrait concerner des souches isolées dans la présente étude. Par ailleurs, Selon Malek (2016), le
caractére hydrophile des isolats du sol de B. cereus pourrait aussi étre en relation avec une
adaptation a des conditions de pH basique. Dans nos résultats, les quatre sols sont considéres

comme basique (pH variant de 8.08 a 8.50).
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Tableau 13 : Pourcentage d’hydrophobicité des 10 Bacillus cereus isolées

Isolates Hydrophobicity (%)
Bactl 19%
Bact2 36%
Bact3 44.15%
Bact4 18.5%
Bact5 26%
Bact6 35.13%
Bact7 32.55%
Bact8 57%
Bact9 43.37%

Bact10 20%

2.1.4 Evaluation de la formation du biofilm par les deux techniques (microplaque de
PVC et TM)

Plusieurs chercheurs ont étudié les stratégies employées par les micro-organismes pour
produire des biofilms. Ils ont montré que les bactéries productrices de biofilm sécretent certaines
substances chimiques qui les protégent contre les désinfectants, les agents antimicrobiens et des
systéemes immunitaires de I'n6te (Saitou, 2009). Des méthodes classiques de la détection de la
production de biofilm in vitro ont éte établies, telles que la méthode quantitative de la microplaque
96puits [(Freeman et al., 1989); (Mathur et al., 2006)], la méthode qualitative en tube TM
(Christensen et al., 1982).

Les 45 souches isolées lors de cette eétude ont été testées pour leur capacité a former des
biofilms par les deux de techniques.

La technique TM a montré que toutes les souches (45) sont de bonnes formatrices de biofilm
(Figure26). Selon la technique de microplaque 96 puits et sur I’ensemble des souches (45), 3 ont €té
fortement formatrices du biofilm, 7 souches I’étaient modérément et 35 souches ont été non
formatrices du biofilm.

Selon (Deighton et Balkau, 1990) la capacité d'adhésion des staphylocoques a été influencée
par de nombreux facteurs comprenant difféerents mécanismes d'adhérence pour les surfaces en
plastique et en verre. Le nombre de spores attachées a la surface de polystyrene a été
considérablement affecté par hydrophobicité. Auger et al. (2006) ont confirmé les mémes
observations et ils ont indiqué que la souche B.cereus ATCC 14579 n'a pas la capacité de produire

de biofilms dans les microplaques.
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Figure 25: Formation de biofilms par la méthode TM. B. cereus Bact2 (1), B. cereus Bact3 (2)

Figure 26 : Formation de biofilm dans les microplaques de titration a 96 puits

2.1.5 Activité antifongique

L’activité antifongique des bactéries isolées testée sur milieu PDA envers un champignon
connu pour leur pouvoir phytopathogéne : Aspergillus flavus MNHN 994294 a fourni les résultats
suivants :

La majorité des souches de Bacillus cereus ont une action inhibitrice sur la souche
fongique. Aspergillus flavus est inhibé par un nombre de 41 souches.

Sur un ensemble des 45 souches testees lors de cette étude pour leur activité antifongique,
18 ont été fortement inhibitrices, 10 souches I’étaient modérément et 13 souches ont été faiblement
inhibitrices. Par contre 4 souches (Bactl, Bact5, Bactl4 et Bact22) ne manifestent aucune activité
antifongique.

Les Bacillus sont connus pour leur activité antifongique importante, ils produisent une
variété de metabolites puissants et des enzymes hydrolytiqgues (Rahman et al., 2007). Ce genre a
plusieurs especes bactériennes qui excretent des lipopeptides actifs (Ongera et al., 2005). L'activité
biologique de ces composés est surtout liée a leur effet sur les lipides de la membrane cellulaire ou
ils peuvent favoriser selon la concentration, la formation de pores irréversible dans la double couche

de phospholipides. Ces peptides antifongiques inhibent la croissance d'un grand nombre de
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champignons, y compris Aspergillus, les bactéries et les oomycetes (Munimbazi et Bullerman,
1998). Les souches de Bacillus cereus sont connues comme de puissants producteurs de molécules

antibiotiques trés efficaces. Elles sont aussi largement utilisées en lutte biologique comme un
agent de bio-contréle puissant (Knaak et al., 2007).
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CONCLUSION

Les micro-organismes ont un puissant impact sur I'homme et sur ses activités: agent
fertilisant des sols agricoles, énergie et environnement et dans des applications futures. L’utilisation
des technologies microbiennes dans 1’agriculture s’étend trés rapidement par 1’identification de
nouvelles souches bactériennes efficaces dans 1’amélioration de la croissance des plantes (PGPR,
Plant Growth Promoting Rhizobacteria). Les micro-organismes rhizosphériques, en général,
exercent sur les plantes divers effets influengant leur développement. Ils peuvent également
améliorer leur compétitivité et leurs réponses aux facteurs de stress externes. Les Bacillus sont des
habitants de la rhizosphére et possedent une grande activité dans le contr6le biologique de maladies
liées au sol. De plus, les Bacillus offrent un avantage par rapport aux autres bactéries en raison de
leur capacité a former des endospores résistantes aux changements des conditions
environnementales. En outre, la sélection d’une souche PGPR efficace est liée a la caractérisation
de ses propriétés favorisant la croissance végétale. Ces propriétes sont le plus souvent la production

d’AlA, la solubilisation du phosphate, I’activité antifongique, formation de biofilms....

Cette énorme faculté d'adaptation de micro-organismes et leur intervention dans divers
domaines nous a poussé a contribuer a la mise en place d’une collection et d’une caractérisation de
la flore sporulée spécialement le groupe Bacillus cereus dans le sol, pour une meilleure

appréciation du potentiel PGP de la flore tellurique de la région Sud- ouest Algerien.

Ce travail nous a permis d’identifier et de caractériser 45 souches de Bacillus cereus selon
une approche phénotypique et moléculaire. Le profil biochimique construit sur la base des 12
premiers tests de la galerie API 20 E a permis de définir deux groupes (biotypes) présentant une
grande similarité, un groupe majeur comportant 42 souches de diverses origines, et un groupe
mineur comprenant 3 souches. Le nombre de caractéeres positifs est trés faible : 4 (biotypes I) a 3
(biotypes 11). Dix souches bactériennes ont été testées par le profil FAME, les résultats montrent
la présence d’un total de 31 FAMEs différents .Cette étude a permis de distinguer trois souches
bactériennes appartenant au groupe Bacillus cereus sous groupe «A», et sept souches
appartenant au groupe Bacillus cereus sous groupe « B » .La gamme de température de croissance
de toutes les souches isolées est de 15 a 45°C . Les deux souches sélectionnées pour 1’identification
moléculaire sur la base de leur profil FAME sont la Bact2 ( B. cereus sous groupe « B ») et la Bact
3 ( B. cereus sous groupe « A »). Selon la séquence du géne de ’ARNr16S, il s’agit de Bacillus

cereus ATCC 14579 et Bacillus thuringiensis serovar konkukian str.97-27

79



CONCLUSION

Ces résultats nous permettent de confirmer la faible diversité des isolats et la dominance
dans le sol d’un type spécifique qui correspond aux groupes phylogénétiques III. L’origine
commune des isolats, associés aussi & la pression de selection exercée par des conditions
environnementales, spécialement la température dans le sol, peuvent expliquer la faible diversité

des isolats.

L’¢évaluation de I’activité¢ PGP telle que la production de I’acide indole acétique (AIA), la
solubilisation des phosphates, hydrolyse de Il'amidon, lactivité protéolytique, l'activité
antifongique ainsi que de la capacité de la formation de biofilm a révélé que toutes les souches
isolées ont une activité amylolytique et protéolytique. Seules dix souches isolées ont la capacité de
la production AIA et la solubilisation des phosphates. Un autre aspect important est le biocontrole
des agents phytopathogenes : il confére a I’ensemble des souches de B. cereus I’inhibition envers
la souche fongique testée. L’impact de la nature du sol sur la performance des souches vis-a-Vvis des

différentes activités influe sur la solubilisation des phosphates et la production d’AIA

L’hydrophobicité des spores des 10 souches de B. cereus varie de 18.5% a 57% d’adhérence
a I’hexadécane. Les spores sont classées en hydrophiles et hydrophobes modérés. La technique
MATS a révélée que 7 sur 10 souches de B. cereus isolées présentaient un caractére hydrophile et 3

souches présentaient un caractere hydrophobe modéré.

La technigue TM a montré que toutes les souches (45) sont de bonnes formatrices de
biofilm. Cependant la technique de microplaque de PVC et sur I’ensemble des souches (45), 3 ont
été fortement formatrices du biofilm, 7 souches I'étaient modérément et 35 ont été non formatrices
du biofilm. L’évaluation de la formation de biofilm de nos isolats par les deux techniques
(microplaque PVC, TM) a révélé que les souches isolées avaient une adhésion plus importante sur

un support en verre par rapport un support en PVC.

La formation de biofilms est influencée par le type de support : de facon générale, la
rugosité, ’hydrophobicité d’une surface et la présence préalable de films protéiques influencent

I’attachement des micro-organismes a cette surface et favorisent la formation d’un biofilm.

Comme dans tout travail de recherche, des questions subsistent et de nouvelles perspectives

s’ouvrent afin de compléter les connaissances sur le groupe Bacillus cereus et I’implication des
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rhizobactéries comme inoculants dans la composante microbienne d’un sol. La capacité de survie et
de colonisation racinaire des souches et la conservation de leurs activités PGP dans cet écosysteme

doivent étre élucidées.

Ce travail a abouti a la production d’un important souchier de groupe Bacillus cereus des
régions arides et semi-arides. Certaines souches améliorent la croissance et la santé des plantes. Il
serait intéressant de poursuivre la caractérisation de ces souches en réalisant d’autres tests
physiologiques et moléculaires ainsi que la caractérisation d’autres propriétés favorisant la
croissance Vvégétale telle que la production d’auxines, la fixation d’azote, 1’antagonisme
phytopathogéne, la cyanogénése (HCN), la production des sidérophores et lactivit¢ ACC

désaminase.
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Amplification par PCR



Electrophorese sur gel d’agarose

‘\

Le microscope électronique a balayage

Le microscope a contraste de phase



Analyse des FAME (chromatographie en phase gazeuse)



E15C103.91A [10725] Bact 1

Volume: DATA File: E15C103.91A  Samp Ctr: 3 ID Number: 10725

Type: Samp Bottle: 2 Method: RTSBA6
Created: 12/10/2015 9:39:54 AM
Sample ID: Bact 1

Page 1

RT | Response | Ar/Ht RFact ECL | Peak Name Percent | Commenti Comment2
0.6546 4721 0.010 - | 64375 -—-- | <minrt
0.6636 317 0.006 -—- | 6.5052 e | <minrt
0.6964 | 9.257E+8 | 0.012 - | 6.7497 | SOLVENT PEAK | <minrt
0.7611 5181 0.010 - | 7.2333 - | <minrt
0.7901 3608 | 0.011 - | 7.4499 - | < mmin rt
1.4374 1283 | 0.008 1.077 | 11.6187 | 12:0iso 0.97 | ECL deviates -0.002 Reference -0.006
1.5194 992 | 0.008 1.057 | 12.0010 | 12:0 0.74 | ECL deviates 0.001 Reference -0.003
1.6754 11297 | 0.008 1.027 | 12.6239 | 13:0 iso 8.16 | ECL deviates 0.001 Reference -0.004
1.6981 1307 | 0.008 1.023 | 12.7146 | 13:0 anteiso 0.94 | ECL deviates 0.001 Reference -0.005
1.9459 8622 | 0.008 0.988 | 13.6286 | 14:0 iso 5.99 | ECL deviates 0.001 Reference -0.006
2.0506 7368 | 0.008 0.976 | 14.0020 | 14:0 5.06 | ECL deviates 0.002 Reference -0.005
2.1230 313 | 0.007 -— | 14.2438 ----
2.2391 40758 | 0.008 0.959 | 14.6310 | 15:0is0 27.49 | ECL deviates -0.001 Reference -0.008
2.2667 6378 | 0.008 0.957 | 14.7232 | 15:0 anteiso 4.29 | ECL deviates -0.002 Reference -0.009
2.3503 1779 1 0.009 0.951 | 15.0020 | 15:0 ---- | ECL deviates 0.002
24778 668 | 0.009 0.943 | 154124 | 16:1 w7c alcohol 0.44 | ECL deviates -0.002
2.5066 2795 | 0.009 0.941 | 15.5050 | Sum In Feature 2 1.85 | ECL deviates 0.004 16:1 iso 1/14:0 30H
2.5465 14488 | 0.009 0.939 | 15.6335| 16:0iso 9.56 | ECL deviates 0.000 Reference -0.007
2.5923 544 1 0.009 0.936 | 15.7808 | 16:1 wllic 0.36 | ECL deviates -0.001
2.6220 9149 | 0.009 0.935 | 15.8761 | Sum In Feature 3 6.01 | ECL deviates 0.001 16:1 wéc/16:1 wic
2.6605 16789 | 0.009 0.933 | 16.0001 | 16:0 11.01 | ECL deviates 0.000 Reference -0.008
2.7896 1436 | 0.010 0.927 | 16.4125 | 17:1 iso wiOc 0.94 | ECL deviates -0.001
2.8118 2568 | 0.010 0.927 | 16.4833 1 17:1 iso w5¢ 1.67 | ECL deviates 0.000
2.8386 7351 0.008 0.926 | 16.5690 | 17:1 anteiso A 0.48 | ECL deviates -0.002
2.8593 14136 | 0.009 0.925 | 16.6352 | 17:0iso 9.19 | ECL deviates -0.002 Reference -0.010
2.8895 2873 | 0.009 0.924 | 16.7316 | 17:0 anteiso 1.87 | ECL deviates -0.001 Reference -0.010
2.9740 624 | 0.009 0.921 | 17.0014 | 17:0 0.40 | ECL deviates 0.001 Reference -0.007
3.1729 408 | 0.009 0.917 | 17.6367 | 18:0iso 0.26 | ECL deviates 0.001 Reference -0.008
3.2209 2513 | 0.011 0.916 | 17.7897 | 18:1 w9c 1.62 | ECL deviates -0.004
3.2868 1067 | 0.010 0.914 | 18.0004 | 18:0 0.69 | ECL deviates 0.000 Reference -0.009
— 2795 --- i ---- | Summed Feature 2 1.85 | 12:0 aldehyde ? unknown 10.9525
— e - — [ --—- | 16:1 is0 I/14:0 30H 14:0 30H/16:1 iso I
---- 9149 - - ---- | Summed Feature 3 6.01 | 16:1 w7c/16:1 wéc 16:1 woc/16:1 w7c
ECL Deviation: 0.002 Reference ECL Shift: 0.007  Number Reference Peaks: 15
Total Response: 149111 Total Named: 148798
Percent Named: 99.79% Total Amount: 143907
Matches:
Library Sim Index Entry Name
RTSBAG6 6.00 0.567 Bacillus-cereus-GC subgroup B *

0.408 Bacillus-cereus-GC subgroup A
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E15C103.91A [10726] Bact 2 Page 1

Volume: DATA ID Number: 10726

Type: Samp

File: E15C103.91A
Bottle: 3

Samp Ctr: 4
Method: RTSBAG6

Created: 12/10/2015 9:48:18 AM
Sample ID: Bact 2

RT | Response | Ar/Ht| RFact ECL | Peak Name Percent | Commentl Comment2
0.6483 601 | 0.013 -1 6.3900 -—-- | <minrt
0.6565 393 | 0.009 -—-| 64508 -—- | <minrt
0.6966 | 9.546E+8 | 0.012 -1 6.7502 | SOLVENT PEAK weee | <minrt
0.7649 2010 | 0.011 - | 7.2610 ---- | <minrt
0.7900 3535 | 0.011 —- 1 7.4486 - | <minrt
14372 1927 | 0.008 1.077 | 11.6186 | 12:0 iso 1.33 | ECL deviates -0.002 Reference -0.007
1.5193 1177 | 0.009 1.057 | 12.0014 | 12:0 0.80 | ECL deviates 0.001 Reference -0.004
1.6751 11729 | 0.008 1.027 1 12.6231 | 13:0 iso 7.71 | ECL deviates 0.000 Reference -0.006
1.6979 2217 | 0.008 1.023 | 12.7142 | 13:0 anteiso 1.45 | ECL deviates 0.000 Reference -0.006
1.7702 484 | 0.009 1.011 | 13.0026 | 13:0 0.31 | ECL deviates 0.003 Reference -0.004
1.9453 11303 | 0.008 0.988 1 13.6273 | 14:0is0 7.15 | ECL deviates -0.001 Reference -0.008
2.0502 9933 | 0.008 0.976 | 14.0013 | 14:0 6.21 | ECL deviates 0.001 Reference -0.006
2.2387 39209 | 0.008 0.959 | 14.6307 | 15:0is0 24.08 | ECL deviates -0.001 Reference -0.009
2.2665 8392 0.009 0.957 | 14.7233 | 15:0 anteiso 5.14 | ECL deviates -0.002 Reference -0.010
2.3258 4501 0.010 0.952 | 14.9212 | 15:1 w5¢ 0.27 | ECL deviates -0.005
2.3499 25211 0.009 0.951 | 15.0014 | 15:0 --—-- | ECL deviates 0.001
2.4770 912 | 0.009 0.943 | 15.4108 | 16:1 w7c alcohol 0.55 | ECL deviates -0.003
2.5061 3378 | 0.010 0.941 | 15.5044 | Sum In Feature 2 2.04 | ECL deviates 0.003 16:1 iso I/14:0 30H
2.5462 17838 | 0.009 0.939 | 15.6334 | 16:0iso 10.72 | ECL deviates 0.000 Reference -0.009
2.5916 5701 0.009 0.936 | 15.7795 | 16:1 wllc 0.34 | ECL deviates -0.003
2.6212 10711 | 0.010 0.935 | 15.8750 | Sum In Feature 3 6.41 | ECL deviates 0.000 16:1 wéc/16:1 wic
2.6361 430 | 0.007 0.934 | 15.9229 | 16:1 w5¢ 0.26 | ECL deviates -0.005
2.6601 16789 | 0.008 0.933 | 16.0002 | 16:0 10.03 | ECL deviates 0.000 Reference -0.009
2.7894 1936 | 0.011 0.927 | 16.4134 | 17:1 iso w10c 1.15 | ECL deviates -0.001
2.8117 25771 0.010 0.927 | 16.4844 | 17:1 iso w5c 1.53 | ECL deviates 0.001
2.8379 907 | 0.009 0.926 | 16.5683 | 17:1 anteiso A 0.54 | ECL deviates -0.003
2.8590 12993 | 0.009 0.925 | 16,6357 | 17:0 iso 7.69 | ECL deviates -0.001 Reference -0.011
2.8890 3589 | 0.009 0.924 | 16.7316 | 17:0 anteiso 2.12 | ECL deviates -0.001 Reference -0.012
2.9737 698 | 0.009 0.921 | 17.0023 | 17:0 0.41 | ECL deviates 0.002 Reference -0.008
3.1723 6331 0.012 0.917 | 17.6368 | 18:0 iso 0.37 | ECL deviates 0.001 Reference -0.010
3.2202 1289 | 0.011 0916 | 17.7898 | 18:1 w9c 0.76 | ECL deviates -0.004
3.2368 316 | 0.009 0.915 | 17.8429 | Sum In Feature 8 0.19 | ECL deviates -0.005 18:1 w7c
3.2859 7321 0.010 0.914 | 17.9996 | 18:0 0.43 | ECL deviates 0.000 Reference -0.012
— 3378 --- o ---- | Summed Feature 2 2.04 | 12:0 aldehyde ? unknown 10.9525
— e - — —- - | 16:1 150 1/14:0 30H 14:0 30H/16:1 iso I
=== 10711 - e ---- | Summed Feature 3 6.41 | 16:1 w7¢/16:1 wbc 16:1 wéc/16:1 wic
—m-- 316 - o ---- | Summed Feature § 0.19 | 18:1 w7c 18:1 wée
ECL Deviation: 0.002 Reference ECL Shift: 0.008  Number Reference Peaks: 16
Total Response: 163118 Total Named: 163118
Percent Named: 100.00% Total Amount: 158570
Matches:
Library Sim Index Entry Name
RTSBA6 6.00 0.707 Bacillus-cereus-GC subgroup B

Sherlock Version 6.0B [S/N 160260]

Page 1 of 2

Created on 10-Dec-2015



E15C103.91A [10726] Bact 2 Page 2
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E15C103.91A [10727] Bact 3

Volume: DATA
Type: Samp

File: E15C103.91A
Bottle: 4

Created: 12/10/2015 9:56:50 AM
Sample ID: Bact 3

Samp Ctr: 5

Method: RTSBAG6

ID Number: 10727

Page 1

RT | Response | Ar/Ht | RFact ECL | Peak Name Percent | Commentl Comment2
0.6968 | 9.558E+8 | 0.012 -— | 6.7549 | SOLVENT PEAK -—- | <minrt
0.7658 3221 | 0.011 -— | 72702 -—- | <minrt
0.7904 3492 | 0.011 - | 7.4533 -—- | <minrt
1.4372 494 1 0.008 1.077 | 11.6183 | 12:0iso 0.48 | ECL deviates -0.003 Reference -0.007
1.5198 396 | 0.009 1.057 | 12.0039 | 12:0 0.38 | ECL deviates 0.004 Reference -0.001
1.6751 7077 1 0.008 1.027 | 12.6234 | 13:0 iso 6.57 | ECL deviates 0.000 Reference -0.006
1.6976 849 | 0.008 1.023 | 12.7132 | 13:0 anteiso 0.79 | ECL deviates -0.001 Reference -0.007
1.9453 4483 | 0.008 0.988 | 13.6273 | 14:0 iso 4.01 | ECL deviates -0.001 Reference -0.008
2.0500 3728 ] 0.008 0.976 | 14.0007 | 14:0 3.29 | ECL deviates 0.001 Reference -0.007
2.2389 35723 | 0.008 0.959 | 14.6312 | 15:0 iso 30.99 | ECL deviates -0.001 Reference -0.009
2.2667 4866 | 0.008 0.957 | 14.7239 | 15:0 anteiso 4.21 | ECL deviates -0.001 Reference -0.009
2.3501 1009 | 0.009 0.951 | 15.0021 | 15:0 ---- | ECL deviates 0.002
2.4770 697 | 0.009 0.943 | 15.4106 | 16:1 w7c alcohol 0.59 | ECL deviates -0.003
2.5065 2147 | 0.009 0.941 | 15.5054 | Sum In Feature 2 1.83 | ECL deviates -0.010 14:0 30H/16:1 iso 1
2.5463 11499 | 0.009 0.939 | 15.6334 | 16:0 iso 9.76 | ECL deviates 0.000 Reference -0.008
2.5914 510 0.010 0.936 | 15.7783 | 16:1 wllc 0.43 | ECL deviates -0.004
2.6217 73751 0.009 0.935 | 15.8760 | Sum In Feature 3 6.24 | ECL deviates 0.001 16:1 wbc/16:1 wic
2.6606 9623 { 0.009 0.933 | 16.0009 | 16:0 8.12 | ECL deviates 0.001 Reference -0.008
2.7401 361 | 0.009 0.929 | 16.2548 | 15:0 20H 0.30 | ECL deviates 0.000
2.7895 23341 0.010 0.927 | 16.4125 | 17:1 iso wi0c 1.96 | ECL deviates -0.002
2.8120 3091 0.009 0.927 | 16.4844 | 17:1 iso wSc¢ 2.59 | ECL deviates 0.001
2.8385 9651 0.009 0.926 | 16.5692 | 17:1 anteiso A 0.81 | ECL deviates -0.002
2.8593 14001 | 0.009 0.925 | 16.6355 | 17:0 iso 11.71 | ECL deviates -0.001 Reference -0.010
2.8895 33214 0.009 0.924 | 16.7317 | 17:0 anteiso 2.78 | ECL deviates -0.001 Reference -0.010
2.9745 343 1 0.009 0.921 | 17.0034 | 17:0 0.29 | ECL deviates 0.003 Reference -0.006
3.2210 1542 | 0.011 0916 | 17.7901 | 18:1 w9c 1.28 | ECL deviates -0.004
3.2865 715 0.0107 0914 17.9991 | 18:0 0.59 | ECL deviates -0.001 Reference -0.010
- 2147 - -—- ---- | Summed Feature 2 1.83 | 12:0 aldehyde ? unknown 10.9525
— e — — — -—- | 16:11is0 1/14:0 30H 14:0 30H/16:1 iso |
- 7375 -—- - ---- | Summed Feature 3 6.24 | 16:1 w7¢c/16:1 wéc 16:1 woc/16:1 wic
ECL Deviation: 0.003 Reference ECL Shift: 0.008  Number Reference Peaks: 14
Total Response: 116140 Total Named: 116140
Percent Named: 100.00% Total Amount: 111520
Matches:
Library Sim Index Entry Name
RTSBAG6 6.00 0.542 Bacillus-cereus-GC subgroup A
0.363 Bacillus-cereus-GC subgroup B

Sherlock Version 6.0B [S/N 160260]

Page 1 of 2

Created on 10-Dec-2015



E15C103.91A [10727] Bact 3 Page 2
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E15C103.91A [10728] Bact 4

Volume: DATA File: E15C103.91A  Samp Ctr: 6 ID Number: 10728

Type: Samp Bottle: 5 Method: RTSBA6
Created: 12/10/2015 10:05:32 AM
Sample ID: Bact 4

Page 1

RT | Response | Ar/Ht | RFact ECL | Peak Name Percent | Commentl Comment2
0.6967 | 9.281E+8| 0.012 -—-| 6.7539 | SOLVENT PEAK -—-- | <minrt
0.7650 1266 | 0.011 - | 7.2642 —mem | < min 1t
0.7904 3429 | 0.011 -— | 7.4538 -—-- | <minrt
1.4371 1580 | 0.008 1.077 | 11,6191 { 12:0iso 1.04 | ECL deviates -0.002 Reference -0.008
1.5190 1254 | 0.009 1.057 | 12.0013 | 12:0 0.81 | ECL deviates 0.001 Reference -0.005
1.6749 15053 | 0.008 1.027 | 12.6237 | 13:0 iso 9.49 | ECL deviates 0.001 Reference -0.006
1.6978 1869 | 0.008 1.023 | 12.7151 | 13:0 anteiso 1.17 | ECL deviates 0.001 Reference -0.006
1.9451 8418 | 0.008 0.988 | 13.6278 | 14:0 iso 5.10 | ECL deviates 0.000 Reference -0.008
2.0499 9742 | 0.008 0.976 | 14.0011 | 14:0 5.84 | ECL deviates 0.001 Reference -0.007
2.2383 52625 | 0.009 0.959 | 14.6303 | 15:0iso 30.98 | ECL deviates -0.002 Reference -0.011
2.2663 6901 | 0.009 0.957 | 14.7234 | 15:0 anteiso 4.05 | ECL deviates -0.002 Reference -0.011
2.3259 4771 0.011 0.952 | 14,9224 | 15:1 w5¢ 0.28 | ECL deviates -0.004
2.3499 1712} 0.008 0.951 | 15.0026 | 15:0 -—- | ECL deviates 0.003
2.4767 756 | 0.008 0.943 | 15.4106 | 16:1 w7c¢ alcohol 0.44 | ECL deviates -0.003
2.5060 3326 | 0.009 0.941 | 15.5050 | Sum In Feature 2 1.92 | ECL deviates 0.004 16:1 iso I/14:0 30H
2.5459 12719 | 0.009 0.939 | 15.6334 | 16:0iso 7.33 | ECL deviates 0.000 Reference -0.009
2.5912 481 ] 0.008 0.936 | 15.7790 | 16:1 wllc 0.28 | ECL deviates -0.003
2.6214 12577 ] 0.010 0.935 | 15.8760 | Sum In Feature 3 7.22 | ECL deviates 0.001 16:1 wbe/16:1 wic
2.6362 473 1 0.007 0.934 | 15.9238 | 16:1 w5c 0.27 | ECL deviates -0.004
2.6602 14501 | 0.009 0.933 | 16.0010 | 16:0 8.30 | ECL deviates 0.001 Reference -0.009
2.7892 22611 0.011 0.927 | 16.4129 | 17:1 iso wi0c 1.29 | ECL deviates -0.001
2.8109 4080 | 0.010 0.927 | 16.4821 | 17:1 iso w5c 2.32 | ECL deviates -0.001
2.8381 948 | 0.009 0.926 | 16.5690 | 17:1 anteiso A 0.54 | ECL deviates -0.002
2.8586 15179 | 0.009 0.925 1 16.6347 | 17:0 iso 8.62 | ECL deviates -0.002 Reference -0.013
2.8890 2680 | 0.009 0.924 | 16.7317 | 17:0 anteiso 1.52 | ECL deviates -0.001 Reference -0.012
2.9744 478 | 0.011 0.921 | 17.0045 1 17:0 0.27 { ECL deviates 0.004 Reference -0.006
3.2197 543 | 0.012 0916 | 17.7877 | 18:1 w9c 0.31 | ECL deviates -0.006
3.2859 5991 0.010 0.914 | 17.9990 | 18:0 0.34 | ECL deviates -0.001 Reference -0.012
3.6368 521 | 0.009 0911} 19.1461 | 18:1 20H 0.29 | ECL deviates 0.000
e 3326 - - ---- | Summed Feature 2 1.92 | 12:0 aldehyde ? unknown 10.9525
e - o e ---- | 16:1 iso 1/14:0 30H 14:0 30H/16:1 iso0 I
L — 12577 - — ---- | Summed Feature 3 7.22 1 16:1 w7c/16:1 wéc 16:1 wéc/16:1 wic
ECL Deyviation: 0.002 Reference ECL Shift: 0.009  Number Reference Peaks: 14
Total Response: 170041 Total Named: 170041
Percent Named: 100.00% Total Amount: 164586
Matches:
Library Sim Index Entry Name
RTSBAG6 6.00 0.635 Bacillus-cereus-GC subgroup A

0.506 Bacillus-cereus-GC subgroup B
0.414 Bacillus-thuringiensis-kurstakii
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E15C103.91A [10729] Bact 5 Page 1

Volume: DATA File: E15C103.91A ID Number: 10729
Type: Samp Bottle: 6

Created: 12/10/2015 10:14:00 AM

Samp Ctr: 7
Method: RTSBA6

Sample ID: Bact 5

RT | Response | Ar/Ht | RFact ECL | Peak Name Percent | Commentl Comment2
0.6968 | 9.184E+8 | 0.013 -—- | 6.7523 | SOLVENT PEAK - | <minrt
0.7660 37291 0.012 | 7.2696 - | < in 1t
0.7905 3349 | 0.011 - 7.4524 - <minrt
1.4373 1139 | 0.008 1.077 | 11.6196 | 12:0 iso 0.73 | ECL deviates -0.001 Reference -0.007
1.5192 904 | 0.010 1.057 | 12.0018 | 12:0 0.56 | ECL deviates 0.002 Reference -0.004
1.6747 12529 1 0.008 1.027 | 12.6230 | 13:0 iso 7.61 | ECL deviates 0.000 Reference -0.007
1.6976 23541 0.008 1.023 | 12.7145 | 13:0 anteiso 1.42 | ECL deviates 0.000 Reference -0.007
1.9450 9452 | 0.008 0.988 | 13.6277 | 14:0 iso 5.52 | ECL deviates 0.000 Reference -0.009
2.0495 9523 | 0.008 0.976 | 14.0005 | 14:0 5.50 | ECL deviates 0.000 Reference -0.009
2.2382 52719 | 0.008 0.959 | 14.6308 | 15:0 iso 29.89 | ECL deviates -0.001 Reference -0.011
2.2660 12108 | 0.008 0.957 | 14.7234 | 15:0 anteiso 6.85 | ECL deviates -0.002 Reference -0.011
2.3493 1610 | 0.009 0.951 | 15.0016 | 15:0 ---- | ECL deviates 0.002
2.4769 906 | 0.009 0.943 | 15.4123 | 16:1 w7c alcohol 0.50 | ECL deviates -0.002
2.5056 3146 | 0.010 0.941 | 15.5046 | Sum In Feature 2 1.75 | ECL deviates 0.004 16:1 iso 1/14:0 30H
2.5457 14222 | 0.009 0.939 | 15.6339 | 16:0 iso 7.89 | ECL deviates 0.001 Reference -0.010
2.5915 7311 0.009 0.936 | 15.7811 | 16:1 wllc 0.40 | ECL deviates -0.001
2.6098 1551 | 0.006 0.935 | 15.8399 | Sum In Feature 3 0.86 | ECL deviates 0.000 16:1 w7¢/16:1 wéc
2.6210 11044 | 0.009 0.935 | 15.8762 | Sum In Feature 3 6.10 | ECL deviates 0.001 16:1 w6c/16:1 wic
2.6364 781 | 0.008 0.934 | 15.9256 | 16:1 w5c 0.43 | ECL deviates -0.002
2.6601 16558 | 0.009 0.933 | 16.0020 | 16:0 9.13 | ECL deviates 0.002 Reference -0.009
2.7893 2606 | 0.012 0.927 | 16.4146 | 17:1 iso wl0c 1.43 | ECL deviates 0.001
2.8115 3708 | 0.013 0.927 | 16.4856 | 17:1 iso w5c 2.03 | ECL deviates 0.003
2.8373 1284 | 0.010 0.926 | 16.5680 | 17:1 anteiso A 0.70 | ECL deviates -0.003
- 2.8587 12964 | 0.009 0.925 | 16.6363 | 17:0 iso 7.09 | ECL deviates -0.001 Reference -0.012
2.8888 4367 1 0.009 0.924 | 16.7327 | 17:0 anteiso 2.39 | ECL deviates 0.000 Reference -0.012
3.2197 747 | 0.012 0.916 | 17.7893 | 18:1 w9c¢ 0.40 | ECL deviates -0.005
3.2361 396 | 0.009 0.915! 17.8418 | Sum In Feature 8 0.21 | ECL deviates -0.006 18:1 w7c
3.2856 5611 0.008 0.914 | 17.9999 | 18:0 0.30 | ECL deviates 0.000 Reference -0.013
3.6360 5421 0.012 0.911 | 19.1454 | 18:1 20H 0.29 | ECL deviates -0.001
e 3146 -- -—-- ---- | Sumimed Feature 2 1.75 | 12:0 aldehyde ? unknown 10.9525
wmee | e - —— —— ---- | 16:1 is0 I/14:0 30H 14:0 30H/16:1 iso |
- 12596 - - ---- | Summed Feature 3 6.96 | 16:1 w7¢/16:1 wée 16:1 wbc/16:1 w7c
— 356 - -—- ---- | Summed Feature 8 0.21 | 18:1 w7c 18:1 wéc
ECL Deviation: 0.002 Reference ECL Shift: 0.010 ~ Number Reference Peaks: 13
Total Response: 176843 Total Named: 176843
Percent Named: 100.00% Total Amount: 170707
Matches:
Library Sim Index Entry Name
RTSBAG6 6.00 0.581 Bacillus-cereus-GC subgroup B
0.504 Bacillus-cereus-GC subgroup A
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E15C103.91A [10730] Bact 6

Volume: DATA File: E15C103.91A
Type: Samp Bottle: 7

Created: 12/10/2015 10:22:26 AM

Sample ID: Bact 6

Samp Citr: &
Method: RTSBA6

ID Number: 10730

Page 1

RT | Response | Ar/Ht RFact ECL | Peak Name Percent | Commentl Comment2
0.6906 370790 | 0.004 —ee 16,7060 —eem | <min rt
0.6974 | 9.894E+8 | 0.017 -— | 6.7564 | SOLVENT PEAK - <minTrt
0.7664 3611 | 0.013 —ee 1 72721 -—-- | <minrt
0.7906 4022 0.011 e | 74529 -—- | <minrt
1.4371 1567 | 0.008 1.077 1 11.6185 | 12:0iso 0.88 | ECL deviates -0.002 Reference -0.007
1.5193 1211} 0.009 1.057 | 12.0018 | 12:0 0.66 | ECL deviates 0.002 Reference -0.004
1.6749 13993 | 0.008 1.027 | 12.6232 | 13:0iso 7.46 | ECL deviates 0.000 Reference -0.006
1.6977 3052 | 0.008 1.023 | 12.7140 | 13:0 anteiso 1.62 | ECL deviates 0.000 Reference -0.007
1.7699 627 | 0.014 1.011 | 13.0021 | 13:0 0.33 | ECL deviates 0.002 Reference -0.005
1.9451 9900 | 0.008 0.988 | 13.6274 | 14:0 iso 5.08 | ECL deviates -0.001 Reference -0.008
2.0500 9908 | 0.008 0.976 | 14.0015 | 14:0 5.02 | ECL deviates 0.002 Reference -0.007
2.2384 585151 0.008 0.959 | 14.6307 | 15:0iso 29.16 | ECL deviates -0.001 Reference -0.010
2.2660 135311 0.008 0.957 | 14.7230 | 15:0 anteiso 6.73 | ECL deviates -0.002 Reference -0.011
2.3249 5441 0.009 0.952 | 149194 | 15:1 wic 0.27 | ECL deviates -0.007
2.3493 2472 | 0.009 0.951 | 15.0008 | 15:0 ---- | ECL deviates 0.001
2.4764 1427 | 0.009 0.943 | 15.4101 | 16:1 w7c alcohol 0.70 | ECL deviates -0.004
2.5057 6547 0.010 0.941 | 15.5045 | Sum In Feature 2 3.20 | ECL deviates 0.003 16:1 iso I/14:0 30H
2.5456 16648 | 0.009 0.939 | 15.6328 | 16:0 iso 8.12 | ECL deviates 0.000 Reference -0.010
2.5913 9271 0.008 0.936 | 15.7800 | 16:1 wllc 0.45 | ECL deviates -0.002
2.6092 1921 | 0.006 0.935 1 15.8374 | Sum In Feature 3 0.93 | ECL deviates -0.003 16:1 w7¢/16:1 wéc
2.6210 13795 | 0.009 0.935 | 15.8754 | Sum In Feature 3 6.70 | ECL deviates 0.000 16:1 w6c/16:1 wic
2.6363 760 | 0.008 0.934 | 15.9247 | 16:1 wic 0.37 | ECL deviates -0.003
2.6601 12169 | 0.009 0.933 | 16.0012 | 16:0 5.90 | ECL deviates 0.001 Reference -0.009
2.7397 524 1 0.009 0.929 | 16.2556 | 15:0 20H 0.25 | ECL deviates 0.001
2.7897 27191 0.010 0.927 | 16.4155 | 17:1 iso wi0c 1.31 | ECL deviates 0.001
2.7968 2162 1 0.007 0.927 | 16.4382 | Sum In Feature 9 1.04 | ECL deviates 0.003 16:0 10-methyl
2.8114 6561 | 0.013 0.927 | 16.4847 | 17:1 iso w5c 3.16 | ECL deviates 0.002
2.8380 2881 | 0.010 0.926 | 16.5697 | 17:1 anteiso A 1.39 | ECL deviates -0.001
2.8589 12145 | 0.009 0.925 | 16.6365 | 17:0iso 5.84 | ECL deviates -0.001 Reference -0.012
2.8887 4910 | 0.009 0.924 | 16.7318 | 17:0 anteiso 2.36 | ECL deviates -0.001 Reference -0.013
2.9355 5011 0.009 0.922 | 16.8815| 17:1 wéc 0.24 | ECL deviates 0.000
2.9731 493 0.011 0.921 | 17.0014 | 17:0 0.24 | ECL deviates 0.001 Reference -0.010
3.2199 494 1 0.012 0916 | 17.7899 | 18:1 w9c 0.23 | ECL deviates -0.004
3.2369 3871 0.008 0.915 | 17.8441 | Sum In Feature 8 0.18 | ECL deviates -0.003 18:1 w7c
3.2857 391 ¢ 0.009 0.914 | 18.0001 | 18:0 0.19 | ECL deviates 0.000 Reference -0.012
3.9012 7671 0.010 - | 20.0304 e
e 6547 - mem ---- | Summed Feature 2 3.20 | 12:0 aldehyde ? unknown 10.9525
e T - - e ---- | 16:1 is0o I/14:0 30H 14:0 30H/16:1 iso |
e 15716 - -—- --—- | Summed Feature 3 7.63 | 16:1 w7c/16:1 wéc 16:1 wéc/16:1 wic
- 387 - - ---- | Summed Feature 8 0.18 | 18:1 w7c 18:1 wéc
R 2162 -—- - ---- | Summed Feature 9 1.04 | 16:0 10-methyl 17:1 iso w9c

ECL Deviation: 0.002
Total Response: 201977
Percent Named: 99.62%

Reference ECL Shift: 0.009
Total Named: 201210
Total Amount: 194867

Matches:
Library Sim Index Entry Name
RTSBAG 6.00 0.645 Bacillus-cereus-GC subgroup B
0.555 Bacillus-cereus-GC subgroup A
0.485 Bacillus-thuringiensis-kurstakii

Sherlock Version 6.0B [S/N 160260] Page 1 of 2

Number Reference Peaks: 15

Created on 10-Dec-2015



E15C103.91A [10731] Bact 7

Volume:

DATA

Type: Samp
Created: 12/10/2015 10:30:59 AM
Sample ID: Bact 7

File: E15C103.91A
Bottle: 8

Samp Ctr: 9

Method: RTSBA6

ID Number: 10731

Page 1

RT | Response | Ar/Ht | RFact ECL | Peak Name Percent | Commentl Comment2
0.6965 | 9.686E+8 | 0.013 - | 6.7458 | SOLVENT PEAK —mew | <IN Tt
0.7665 5927 0.011 -— | 7.2689 -—- | <minrt
0.7906 3676 | 0.011 - | 74494 - <minrt
1.4376 838 | 0.008 1.077 | 11.6187 | 12:0 iso 0.48 | ECL deviates -0.002 Reference -0.005
1.5198 908 | 0.008 1.057 | 12.0020 | 12:0 0.51 | ECL deviates 0.002 Reference -0.002
1.6754 16182 | 0.008 1.027 | 12.6234 | 13:0iso 8.78 | ECL deviates 0.000 Reference -0.004
1.6982 1199 | 0.008 1.023 | 12.7145 | 13:0 anteiso 0.65 | ECL deviates 0.001 Reference -0.004
1.9456 7112 | 0.008 0.988 | 13.6280 | 14:0iso 3.71 | ECL deviates 0.000 Reference -0.007
2.0266 4301 0.008 0.979 | 13.9170 | 14:1 w5c¢ 0.22 | ECL deviates 0.001
2.0502 9056 | 0.008 0.976 | 14.0011 | 14:0 4.67 | ECL deviates 0.001 Reference -0.006
2.1996 657 | 0.009 0.962 { 14.5001 | Sum In Feature 1 0.33 | ECL deviates -0.003 13:0 30H/15:1 iso H
2.2388 62965 | 0.008 0.959 1 14.6312 | 15:0iso 31.91 | ECL deviates -0.001 Reference -0.009
2.2665 6654 | 0.009 0.957 | 14.7237 | 15:0 anteiso 3.36 | ECL deviates -0.001 Reference -0.010
2.3497 1366 | 0.009 0.951 | 15.0012 | 15:0 ---- | ECL deviates 0.001
2.4771 8851 0.009 0.943 | 15.4118 | 16:1 w7c¢ alcohol 0.44 | ECL deviates -0.002
2.5056 4648 | 0.011 0.941 | 15.5034 | Sum In Feature 2 2.31 | ECL deviates 0.002 16:1 iso 1/14:0 30H
2.5460 12209 | 0.009 0.939 | 15.6334 | 16:0iso 6.05 | ECL deviates 0.000 Reference -0.009
2.5915 450 | 0.008 0.936 | 15.7799 | 16:1 wllc 0.22 | ECL deviates -0.002
2.6095 4833 0.008 0.935 | 15.8379 | Sum In Feature 3 2.39 | ECL deviates -0.002 16:1 w7¢/16:1 wéc
2.6213 10880 | 0.009 0.935 | 15.8760 | Sum In Feature 3 5.37 | ECL deviates 0.001 16:1 wéc/16:1 wic
2.6365 20171 0.008 0.934 | 159248 | 16:1 w5c 1.00 | ECL deviates -0.003
2.6600 11698 | 0.009 0.933 | 16.0005 | 16:0 5.77 | ECL deviates 0.001 Reference -0.010
2.7397 6821 0.009 0.929 | 16.2555 | 15:0 20H 0.34 | ECL deviates 0.000
2.7971 82521 0.013 0.927 | 16.4388 | Sum In Feature 9 4.04 | ECL deviates 0.004 16:0 10-methyl
2.8117 5930 | 0.009 0.927 | 16.4856 | 17:1 iso w5c 2.90 | ECL deviates 0.003
2.8185 4307 | 0.007 0.926 | 16.5074 | Sum In Feature 4 2.11 | ECL deviates -0.005 17:1 anteiso B/iso [
2.8378 14311 0.010 0.926 | 16.5690 | 17:1 anteiso A 0.70 | ECL deviates -0.002
2.8589 17476 | 0.009 0.925 | 16.6364 | 17:0 iso 8.54 | ECL deviates -0.001 Reference -0.012
2.8890 2870 | 0.010 0.924 | 16.7326 | 17:0 anteiso 1.40 | ECL deviates 0.000 Reference -0.012
2.9354 731 ] 0.011 0.922 | 16.8809 | 17:1 wéc 0.36 | ECL deviates 0.000
3.1261 590 1 0.009 0.917 | 17.4905 | 18:1 iso H 0.29 | ECL deviates 0.001
3.2198 715 | 0.011 0.916 | 17.7898 | 18:1 w9c 0.35 | ECL deviates -0.004
3.2362 837 | 0.010 0.915 | 17.8423 | Sum In Feature 8 0.40 | ECL deviates -0.005 18:1 w7c
3.2656 356 | 0.009 0.915| 17.9363 | 18:1 w5c 0.17 | ECL deviates -0.001
3.2858 483 | 0.009 0.914 | 18.0005 | 18:0 0.23 | ECL deviates 0.001 Reference -0.012
eam 657 - R ---- | Summed Feature 1 0.33 | 15:1 iso H/13:0 30H 13:0 30H/15:1 iso H
- 4648 -—- o ---- | Summed Feature 2 2.31 | 12:0 aldehyde ? unknown 10.9525
e - — o -—-| 16:1 is0 1/14:0 30H 14:0 30H/16:1 iso I
— 15714 - - ---- | Summed Feature 3 7.76 | 16:1 w7¢/16:1 wée 16:1 w6e/16:1 wic
- 4307 - e ---- | Summed Feature 4 2.11 | 17:1 iso I/anteiso B 17:1 anteiso B/iso |
-—-- 837 - - ---- | Summed Feature 8 040 | 18:1 w7c 18:1 wéc
—--- 8252 - - ---- | Summed Feature 9 4.04 | 16:0 10-methy! 17:1 iso w9c¢

ECL Deviation: 0.002
Total Response: 198283
Percent Named: 100.00%

Matches:

Library
RTSBAG6 6.00

Sherlock Version 6.0B [S/N 160260]

Sim Index Entry Name
Bacillus-cereus-GC subgroup A
Bacillus-thuringiensis-kurstakii
Bacillus-thuringiensis-israelensis

0.547
0.418
0.403

Page 1 of 2

Reference ECL Shift: 0.008
Total Named: 198283
Total Amount: 190592

Number Reference Peaks: 13

Created on 10-Dec-2015



E15C103.91A [10732] Bact 8 Page 1

Volume: DATA File: E15C103.91A ID Number: 10732
Type: Samp Bottle: 9

Created: 12/10/2015 10:39:23 AM

Samp Ctr: 10
Method: RTSBA6

Sample ID: Bact §

RT | Response | Ar/Ht | RFact ECL | Peak Name Percent | Commentl Comment2
0.3867 4551 0.010 — | 4.4415 — | <minrt
04112 1023 | 0.021 — | 4.6244 - | <minrt
0.4269 411 ] 0.008 -— | 47420 e | < min 1t
0.4451 730, 0.013 -— | 4.8776 -—- | <minrt
0.4589 710 | 0.013 -— | 49811 - | <minrt
0.4864 1217 | 0.021 -— | 5.1859 -~ | <minrt
0.5094 3521 0.007 - | 5.3582 ~--- | <min 1t
0.5279 899 1 0.016 ---- 1 54958 -~ | <min 1t
0.5397 5471 0.009 -1 55840 ---- | <minrtt
0.5560 863 | 0.015 -—--| 5.7062 weme | < min 1t
0.5732 4771 0.008 -—-| 5.8342 - | <mintt
0.5893 1244 1 0.026 - | 5.9547 - | <minrt
0.6169 380 | 0.006 - 6.1604 - | <minrt
0.6296 630 | 0.010 -—- | 6.2555 -—- | <minrt
0.6452 1168 | 0.016 - | 63716 - | <minrtt
0.6965| 9.476E+8| 0.013 -—- | 6.7553 | SOLVENT PEAK -—- | <minrt
0.7648 1631 | 0.010 - | 72654 —e- | <min rt
0.7896 3418 | 0.011 -— | 7.4503 - | <mintt
1.4366 18731 0.008 1.077 | 11.6184 | 12:0iso 1.04 | ECL deviates -0.003 Reference -0.010
1.5186 10451 0.008 1.057 | 12.0006 | 12:0 0.57 | ECL deviates 0.001 Reference -0.007
1.6746 16791 | 0.008 1.027 | 12.6239 | 13:0iso 8.93 | ECL deviates 0.001 Reference -0.007
1.6974 19551 0.008 1.023 | 12.7148 | 13:0 anteiso 1.04 | ECL deviates 0.001 Reference -0.008
1.7695 324 |1 0.008 1.011 | 13.0022 | 13:0 0.17 | ECL deviates 0.002 Reference -0.006
1.9450 12845 | 0.008 0.988 | 13.6284 | 14:0 iso 6.58 | ECL deviates 0.000 Reference -0.009
2.0494 92771 0.008 0.976 | 14.0006 | 14:0 4.69 | ECL deviates 0.001 Reference -0.009
2.1222 3171 0.007 - | 14.2438 -—-
2.2382 56642 | 0.008 0.959 | 14.6307 | 15:0iso 28.15 | ECL deviates -0.001 Reference -0.011
2.2659 93351 0.008 0.957 | 14.7232 | 15:0 anteiso 4.63 | ECL deviates -0.002 Reference -0.012
2.3247 556 | 0.010 0.952 | 14.9194 | 15:1 w5¢ 0.27 | ECL deviates -0.007
2.3492 2646 1 0.009 0.951 | 15.0009 | 15:0 - | ECL deviates 0.001
24764 1007 | 0.009 0.943 | 15.4106 | 16:1 w7c alcohol 0.49 | ECL deviates -0.003
2.5054 4218 | 0.009 0.941 | 15.5037 | Sum In Feature 2 2.06 | ECL deviates 0.003 16:1 iso 1/14:0 30H
2.5457 20081 | 0.009 0.939 | 15.6334 | 16:0 iso 9.77 | ECL deviates 0.000 Reference -0.010
2.5912 589 | 0.008 0.936 | 15.7797 | 16:1 wllc 0.29 | ECL deviates -0.002
2.6210 12995 | 0.009 0.935 | 15.8754 | Sum In Feature 3 6.29 | ECL deviates 0.000 16:1 wéc/16:1 wic
2.6597 21243 | 0.009 0.933 | 16.0001 | 16:0 10.27 | ECL deviates 0.000 Reference -0.010
2.7884 1882 0.010 0.927 | 16.4110 | 17:1 iso wl0c 0.90 | ECL deviates -0.003
2.8113 3562 | 0.009 0.927 | 16.4841 | 17:1 iso w5¢ 1.71 | ECL deviates 0.001
2.8380 1090 | 0.009 0.926 | 16.5693 | 17:1 anteiso A 0.52 | ECL deviates -0.002
2.8585 17322 | 0.009 0.925; 16.6350 | 17:0iso 8.30 | ECL deviates -0.002 Reference -0.013
2.8888 38331 0.009 0.924 | 16.7316 | 17:0 anteiso 1.84 | ECL deviates -0.001 Reference -0.012
2.9733 663 | 0.009 0.921 | 17.001517:0 0.32 | ECL deviates 0.002 Reference -0.009
3.1729 414 | 0.011 0917 | 17.6386 | 18:0iso 0.20 | ECL deviates 0.003 Reference -0.009
3.2202 658 | 0.011 0916 | 17.7895 | 18:1 w9c 0.31 | ECL deviates -0.004
3.2857 980 | 0.010 0.914 | 17.9989 | 18:0 0.46 | ECL deviates -0.001 Reference -0.012
3.4496 583 | 0.012 - 185332 e
3.6363 405 | 0.011 0.911 | 19.1449 | 18:1 20H 0.19 | ECL deviates ~0.001
- 4218 -—- - ---- | Summed Feature 2 2.06 | 12:0 aldehyde ? unknown 10.9525
—— e -—- -—- — - | 16:1 is0 1/14:0 30H 14:0 30H/16:1 iso 1
—--- 12995 - - ---- | Summed Feature 3 6.29 | 16:1 w7c/16:1 wéc 16:1 w6c/16:1 w7c
ECL Deviation: 0.002 Reference ECL Shift: 0.010  Number Reference Peaks: 16
Total Response: 202484 Total Named: 201584
Percent Named: 99.56% Total Amount: 195519
Matches:
Library Sim Index Entry Name
RTSBAG6 6.00 0.651 Bacillus-cereus-GC subgroup B
0.460 Bacillus-cereus-GC subgroup A

Created on 10-Dec-2015

Sherlock Version 6.0B [S/N 160260] Page 1 of 2



E15C103.91A [10733] Bact 9

Volume: DATA
Type: Samp

File: E15C103.91A
Bottle: 10

Page 1

Samp Ctr: 11 ID Number: 10733

Method: RTSBA6

Created: 12/10/2015 10:47:55 AM
Sample ID: Bact 9

RT | Response | Ar/Ht | RFact ECL | Peak Name Percent | Commentl Comment2
0.5170 4331 0.010 - | 54133 -—-- | <minrt
0.5339 612 | 0.013 - | 5.5394 - | < minrt
0.5552 942 | 0.019 - | 5.6988 - | <minrt
0.5809 586 | 0.011 -— | 5.8906 - | <min rt
0.6072 966 | 0.017 -1 6.0870 e | <'min 1t
0.6304 874 | 0.014 —- | 6.2598 - | <minrt
0.6444 597 | 0.009 - 6.3648 - | <minrt
0.6556 886 | 0.013 -— | 6.4485 -—- | <minrt
0.6965 | 9.348E+8 | 0.013 -—- | 6.7540 | SOLVENT PEAK e | < N T
0.7899 3505 | 0.011 -— | 74515 - | <minrt
1.4367 1833 | 0.008 1.077 | 11.6187 | 12:0 iso 1.25 | ECL deviates -0.002 Reference -0.009
1.5189 1056 | 0.010 1.057 | 12.0020 | 12:0 0.71 | ECL deviates 0.002 Reference -0.006
1.6746 17440 | 0.008 1.027 | 12.6238 | 13:0is0 11.32 | ECL deviates 0.001 Reference -0.008
1.6973 3337 0.008 1.023 | 12.7146 | 13:0 anteiso 2.16 | ECL deviates 0.001 Reference -0.008
1.9446 8337 0.008 0.988 | 13.6275 | 14:0 iso 5.21 | ECL deviates 0.000 Reference -0.010
2.0494 7182 | 0.008 0.976 | 14.0009 | 14:0 © 4,43 | ECL deviates 0.001 Reference -0.009
22379 41682 | 0.008 0.959 | 14.6303 | 15:0iso 25.28 | ECL deviates -0.002 Reference -0.012
2.2658 10493 | 0.008 0.957 | 14.7233 | 15:0 anteiso 6.35 | ECL deviates -0.002 Reference -0.012
2.3490 7001 0.008 0.951 | 15.0011 { 15:0 ---- | ECL deviates 0.001
2.4763 1522 | 0.009 0.943 | 15.4110 | 16:1 w7c alcohol 0.91 | ECL deviates -0.003
2.5056 1626 | 0.009 0.941 | 15.5050 | Sum In Feature 2 0.97 | ECL deviates 0.004 16:1 iso 1/14:0 30H
2.5458 12450 | 0.009 0.939 | 15.6345 | 16:0is0 7.39 | ECL deviates 0.002 Reference -0.010
2.5911 3329 | 0.009 0.936 | 15.7801 | 16:1 wllc 1.97 | ECL deviates -0.002
2.6207 9998 | 0.009 0.935 | 15.8752 | Sum In Feature 3 5.91 | ECL deviates 0.000 16:1 wéc/16:1 wic
2.6600 17820 | 0.009 0.933 | 16.0017 | 16:0 10.51 | ECL deviates 0.002 Reference -0.010
2.7882 3292 | 0.009 0.927 | 16.4112 | 17:1 iso wi0c 1.93 | ECL deviates -0.003
2.8114 2036 | 0.010 0.927 | 16.4854 | 17:1 iso w5c 1.19 | ECL deviates 0.002
2.8374 838 | 0.009 0.926 | 16.5685 | 17:1 anteiso A 0.49 | ECL deviates ~0.002
2.8586 13529 | 0.009 0.925 | 16.6361 | 17:0 iso 7.91 | ECL deviates -0.001 Reference -0.013
2.8887 4405 | 0.009 0.924 | 16.7322 | 17:0 anteiso 2.57 | ECL deviates -0.001 Reference -0.013
2.9547 4821 0.010 -— | 16,9429 e
3.2086 468 | 0.007 0.916 | 17.7537 | Sum In Feature 5 0.27 | ECL deviates -0.002 18:2 w6,9¢/18:0 ante
3.2202 1364 | 0.012 0.916 | 17.7906 | 18:1 w9c 0.79 | ECL deviates -0.003
3.2859 839 | 0.009 0.914 | 18.0003 | 18:0- 0.49 | ECL deviates 0.000 Reference -0.012
---- 1626 - ---- ---- | Summed Feature 2 0.97 | 12:0 aldehyde ? unknown 10.9525
— e - o e -—- | 16:1 1s0 /14:0 30H 14:0 30H/16:1 iso I
- 9998 --- ---- ---- | Summed Feature 3 5.91 | 16:1 w7¢/16:1 wéc 16:1 wéc/16:1 wic
———- 468 - ———- ---- | Summed Feature 5 0.27 | 18:0 ante/18:2 w6,9¢ 18:2 w6,9¢/18:0 ante
ECL Deviation: 0.002 Reference ECL Shift: 0.010  Number Reference Peaks: 13
Total Response: 165360 Total Named: 164877
Percent Named: 99.71% Total Amount: 158841
Matches:
Library Sim Index Entry Name
RTSBAG 6.00 0.664 Bacillus-cereus-GC subgroup B
0.455

Sherlock Version 6.0B [S/N 160260]

Bacillus-cereus-GC subgroup A

Page 1 of 2 Created on 10-Dec-2015



E15C103.91A [10734] Bact 10

Volume: DATA
Type: Samp

File: E15C103.91A

Bottle: 11
Created: 12/10/2015 10:56:27 AM
Sample ID: Bact 10

Samp Ctr: 12

Method: RTSBA6

ID Number: 10734

Page 1

RT | Response | Ar/Ht | RFact ECL | Peak Name Percent | Commentl Comment2
- 0.5673 812 | 0.019 -—| 5.7822 - | <minrt
0.5806 378 | 0.009 - | 5.8813 - <minrt
0.5888 645 0.015 - | 59425 - | <minrt
0.6086 426 | 0.010 - | 6.0907 - {<minrt
0.6299 430 | 0.009 - | 6.2496 -— | <minrt
0.6964 | 9.594E+8 | 0.012 -— | 6.7464 | SOLVENT PEAK —eee | <minrt
0.7644 1801 | 0.011 - | 72551 -—- | <minrt
0.7899 3577 | 0.011 -—- | 7.4456 -—- | <minrt
1.4374 1635 | 0.008 1.077 | 11.6184 | 12:0iso 1.17 | ECL deviates -0.003 Reference -0.006
1.5194 992 | 0.010 1.057 | 12.0011{12:0 0.70 | ECL deviates 0.001 Reference -0.003
1.6752 13138 | 0.008 1.027 | 12.6231 | 13:0iso 8.96 | ECL deviates 0.000 Reference -0.005
1.6981 1822 | 0.008 1.023 | 12.7146 | 13:0 anteiso 1.24 | ECL deviates 0.001 Reference -0.005
1.7705 533} 0.009 1.011 | 13.0035 | 13:0 0.36 | ECL deviates 0.003 Reference -0.002
1.9454 9667 | 0.008 0.988 | 13.6274 | 14:0 iso 6.34 | ECL deviates -0.001 Reference -0.007
2.0501 8275 0.008 0.976 | 14.0007 | 14:0 5.36 | ECL deviates 0.001 Reference -0.006
2.2384 46247 | 0.008 0.959 | 14.6295 | 15:0 iso 29.44 | ECL deviates -0.003 Reference -0.010
2.2666 7485 | 0.009 0.957 | 14.7236 | 15:0 anteiso 4.75 | ECL deviates -0.001 Reference -0.010
2.3254 413 1 0.008 0.952 | 14.9201 | 15:1 w5¢ 0.26 | ECL deviates -0.006
2.3496 3086 | 0.009 0.951 | 15.0009 | 15:0 ---- | ECL deviates 0.001
2.4769 1520} 0.009 0.943 | 15.4109 | 16:1 w7c alcohol 0.95 | ECL deviates -0.003
2.5058 2488 | 0.009 0.941 | 15.5038 | Sum In Feature 2 1.55 | ECL deviates 0.003 16:1 iso 1/14:0 30H
2.5460 14447 | 0.009 0.939 | 15.6332 | 16:0is0 9.00 { ECL deviates 0.000 Reference -0.009
2.5916 870 | 0.008 0.936 | 15.7801 | 16:1 wllc 0.54 | ECL deviates -0.002
2.6213 8171 | 0.009 0.935 | 15.8756 | Sum In Feature 3 5.07 | ECL deviates 0.001 16:1 wéc/16:1 w7c
2.6601 13586 | 0.009 0.933 | 16.0004 | 16:0 8.41 | ECL deviates 0.000 Reference -0.009
2.7886 2985 | 0.009 0.927 | 16.4113 | 17:1 isowl0c 1.84 | ECL deviates -0.003
2.8116 2383 | 0.010 0.927 | 16.4849 | 17:1 iso w5c 1.47 | ECL deviates 0.002
2.8384 777 1 0.009 0.926 | 16.5705 | 17:1 anteiso A 0.48 | ECL deviates 0.000
2.8590 14344 | 0.009 0.925 | 16.6363 | 17:0 iso 8.81 | ECL deviates -0.001 Reference -0.011
2.8890 2998 | 0.009 0.924 | 16.7323 | 17:0 anteiso 1.84 | ECL deviates -0.001 Reference -0.012
2.9734 595! 0.009 0.921 | 17.0022 | 17:0 0.36 | ECL deviates 0.002 Reference -0.009
3.2202 7551 0.012 0916 | 17.7910 | 18:1 w9c 0.46 | ECL deviates -0.003
3.2855 5511 0.010 0.914 | 17.9997 | 18:0 0.33 | ECL deviates 0.000 Reference -0.013
3.4502 569 | 0.012 - | 18.5373 ----
3.6363 5111 0.009 0.911 | 19.1479 | 18:1 20H 0.31 | ECL deviates 0.002
---- 2488 e e ---- | Summed Feature 2 1.55 | 12:0 aldehyde ? unknown 10.9525
el - -—-- - -— | 16:1is0 1/14:0 30H 14:0 30H/16:1 iso |
- 8171 - e ---- | Summed Feature 3 5.07 1 16:1 w7c/16:1 wée 16:1 wéc/16:1 w7c
ECL Deviation: 0.002 Reference ECL Shift: 0.009  Number Reference Peaks: 15
Total Response: 157759 Total Named: 157190
Percent Named: 99.64% Total Amount: 153597
Matches:
Library Sim Index Entry Name
RTSBA6 6.00 0.604 Bacillus-cereus-GC subgroup B
0.515 Bacillus-cereus-GC subgroup A
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Bacillus cereus is a group of bacteria frequently found in soil, widely distributed in the environment.
They are a group of ubiquitously facultative anaerobic spore-forming Gram-positive rods and are of
health and economic benefits. The present study was conducted to identify, characterize about 36 B.
cereus and examined for their potential plant growth promoting (PGP), which was tested in vitro.
Parameters assessed were indole acetic acid (IAA) production, phosphate solubilization, starch
hydrolysis, proteolytic activity and biofilm formation. Multiple B. cereus were isolated from several soil
plots from South-Western region of Algeria and characterized by using phenotypic methods including
fatty acid methyl ester. Ten bacterial isolates were examined in this study. Fatty acid profiles showed
that bacterial isolates were classified into B. cereus group, three isolates were B. cereus Subgroup "A"
and seven isolates were B. cereus Subgroup "B". Temperature effect on the maximal specific growth
rate was studied in B. cereus between 10 and 50°C, no growth was observed in 10°C, all B. cereus
isolates grown from 15 to 45°C and no grown observed in 20 to 50°C. This study demonstrates
adaptation of isolates of the B. cereus group to different habitats. The ability to solubilize precipitated
phosphate was positively exhibited by three isolates, five isolates showed ability to produce IAA. All the
isolated bacterial isolates had amylolytic and proteolytic activity. All isolates did not form a biofilm in
the microtiter plate assays, while all B. cereus in our study formed biofilm in tubes at air-liquid
interfaces.

Key words: Bacillus cereus, soil, identification, plant growth promoting rhizobacteria (PGPR), phosphate
solubization, biofilm
INTRODUCTION

In soil, microbes are especially active in the rhizosphere, per gram of soil. Microbial community structures are
which can contain more than a million microorganisms variable and depend on factors such as temperature, pH,



or geographic location, but are able to tolerate
environmental change. Microorganisms found in this
environment use energy substrates released by roots
such as and necessary to their metabolism: sugars,
amino acids, organic acids, hormones. Some of these
microorganisms, mainly bacteria, are able to effectively
colonize the root systems and stimulating plant growth
and / or protecting against infections by plant pathogens.
These rhizosphere bacteria are sometimes called Plant
Growth-Promoting rhizobacteria (PGPR) (Kloepper et al.,
1986).

The beneficial effects of rhizobacteria on plant growth
are the result of either direct or indirect mechanisms by
PGPR. Indirect mechanisms occur outside of the plant,
while direct mechanisms are those that occur inside of
the plant and directly affect their metabolism. These
mechanisms can function simultaneously or sequentially
at different stages of plant growth. Many strains of PGPR
can affect plant growth directly by solubilizing
phosphates, nitrogen fixation and mineral nutrients,
making these foods available for the plant, by producing
phytohormones such as indole-3-acetic acid (IAA), and
repressing of soil pathogenic microorganisms (production
of hydrogen cyanide, siderophores, antibiotics, and / or
competition for nutrients). In addition, PGPR can
contribute to the improvement of plant resistance to biotic
and abiotic stress such as salinity, drought and heavy
metal toxicity (Canbolat et al., 2006).

Bacillus cereus sensu lato (s.l.) are Gram-positive

endospore forming bacteria that are abundant in different
ecological environments. The growth temperature range
varies from 5 to 50°C (Guinebretiere et al., 2008).
This group of bacteria includes seven species that are
genetically very similar. B. cereus sensu stricto (B.
cereus s.s.) which is associated with food borne illness
but is also involved in some cases of local super
infections (Logan, 2012). Bacillus thuringiensis is an
entomopathogen used with success in agriculture as a
biocontrol agent against insects (De Maagd et al., 2001).
Bacillus anthracis is the agent of anthrax (Mock and
Fouet, 2001). This group (B. cereus sensu lato (s.l.) also
species (Lechner et al., 1998). Bacillus cytotoxicus
characterized by its high toxicity and its particular
thermotolerance (Guinebretiére et al., 2013), and Bacillus
mycoides and Bacillus pseudomycoides species that are
characterized by the formation of rhizoids colonies
(Nakamura, 1998).

This study was aimed to characterized thirty six isolates
of B. cereus from soil for a better appreciation for their
potential plant growth promoting (PGP), that is, IAA
production, phosphate solubilizer, starch hydrolysis,
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proteolytic activity and biofilm formation.

MATERIALS AND METHODS
Isolation of strains

Samples were isolated from several soil plots in the Naama region
(South-Western region of Algeria) (Figure 1) over ten months
(March till December 2014), from four different areas (about 100 m?
each). 1 g of each sample of soil was added to a tube containing 9
mL of sterile distilled water. Serial dilutions were heated at 80°C for
10 min to eliminate vegetative cells and to select for spores. Each
dilution (0.1 ml) was spread on Luria-Bertani (LB) agar plates. A
total of thirty-six isolates of B. cereus group, were isolated
according to the International Organization for Standardization
(ISO, 1993).

Morphological, physiological and biochemical

characterizations of isolates

It is possible to differentiate B. cereus from other Bacillus species
because they share similar morphology mobility, hemolytic activity,
inability to utilize mannitol, and the production of an extremely
active lecithinase , on Mossel culture media (MYP agar) B. cereus
forming rough and dry colonies with a violet pink background
surrounded by egg yolk precipitation. Hemolytic activity is tested
using on Columbia blood agar incubated at 30°C for 24 h and is
manifested by a characteristic lysis area near the bacterium (Fricker
et al., 2008). To characterize the effect of temperature on the
growth of Bacillus cereus group, isolates, were incubated on LB
plates at 10, 15, 20, 30, 37, 45 and 50°C for 72 h. For long term
conservation, obtained isolates were stored in Eppendorf tubes
containing LB with 20% glycerol at -20°C (Guinebretiere et al.,
2008). Other biochemical characterizations of isolates are tested
using the API 20E.

Extraction and analysis of fatty acid methyl ester (FAME)
profiles

We used gas chromatography (HP6890, Hewlett Packard, Palo
Alto, CA, USA) to separate FAME. We identified FAME profiles of
each bacterial strain by comparing the commercial databases
(TSBA 6) with the MIS software package (Sherlock 6.0 MIDI, Inc.,
Newark, DE, 2005).

Each samples is processed in a single test tube; a summary of the
processing activities associated with each step includes:

- Harvest bacteria from third quadrant.

- Saponification: Combine water and methanol. Add NaOH pellets
to the solution while stirring and stir until the pellets dissolve.

- Methylation: add acid to methanol while stirring.

- Extraction: add the methyl tert- butyl ether (MTBE) to the hexane
and stir well.

- Wash: add NaOH pellets to the water while stirring and stir the
pellets are dissolved.

*Corresponding author. E-mail: wafaa_bio@yahoo.fr.
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Figure 1. Locations of soil sampling (A) Abdelmoula (B) Mekmen Ben Amar (C) Mechria (D)
Ain Sefra.

Plant growth promotion activities for isolates
Production of Indole acetic acid

40 pg/ml of L-tryptophan was added to LB medium to assure
growth of our isolates. They were incubated at 30°C for 48 h.
Cultures of bacteria were centrifuged for 15 min at 10000 rpm, and
1 ml of culture filtrate was mixed with 1 ml of Salkowski’s reagent
and the mixture incubated at room temperature for 30 min. A pink
color was indicative to indole acetic acid production (Gordon and
Weber, 1951).

Phosphate solubilization

Prepared GYA according to Beneduzi et al. (2008): 10 pL aliquot
of each culture was plate on GYA and incubated at 28°C for 7 days,
presence of clear halos around their colonies indicate that isolate
can solubilize phosphate.

Starch hydrolysis

This test was performed by cultivating the isolates on a nutrient
agar containing 1% starch. After incubation at 30° for 48 h, cultures
bacteria were covered with Lugol's solution. Hydrolysis of starch is
well demonstrated by the appearance of a clear zone around the
colony when placed against a negative result revealing a brown
color around culture (Gupta et al., 2004).

Proteolytic activity: Search for caseinase

The hydrolysis of casein was studied on an agar medium containing
5% skim milk. After incubation at 30°C for 48 h, a clear halo around
the streak indicated the hydrolysis of casein by against a negative
result showed no hydrolysis zone around culture (Marchand et al.,
2009).

Formation of biofilm in microtiter plate

Polystyrene microtiter plates were filled with 200 pl cultures grown
in LB and inoculated. The plates were incubated at 30°C. After 24
h, we washed wells three times with 200 ul of phosphate buffered
saline, and stained with 0.1% (wt/vol) crystal violet for 30 min to
color biofilm. The cultures were distained twice with 200 pl sterile
deionized water. The remaining crystal violet was dissolved in 200
ul 96% ethanol, and we measured at 595 nm the absorbance
(Djordjevic et al., 2002).

Biofilm formation in tube

A loopful of isolates was inoculated in 10 mL LB medium in test
tubes at 30°C for 24 h. After incubation, tubes were decanted and
washed with phosphate buffer saline and dried. Tubes were then
colored with crystal violet (0.1%). Excess isolate was washed with
deionized water. Tubes were dried in inverted position. Isolates
which showed a visible film lined the wall of the tube were
considered as positive biofilm formation (Christensen et al., 1982).
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Figure 2. Morphological characteristics of two isolates A: B. cereus (Bact 2) in MYP; B: B. cereus (Bact 3) in MYP;
C: hemolytic activity by B. cereus (Bact 2); D: Scanning Electron Microscopy (SAM) picture of B. cereus (Bact 2) E:

phase contrast microscopy picture of B. cereus (Bact 3).

Hydrophobicity

The hydrophobicity of 10 B. cereus isolates was determined
according to the microbial adhesion to solvents (MATS) (Bellon-
Fontaine et al., 1996). Hydrophobicity is expressed as percentage
of adhesion to hexadecane. The prepared suspension was adjusted
at 595 nm of 0.6-1 (Ao). Samples of each suspension (2 ml) were
added to 400 pL of hexadecane mixed on a vortex mixer for 10 S
for 15 min. the absorbance of the aqueous phase was measured at
595 nm (A:).The percentage of hydrophobicity (%h) was
determined from the absorbance of the initial bacterial cell, or spore
suspensions (Ao) and the absorbance of the aqueous phase after
mixing with hexadecane (A;) using the following equation: %h = [(Ao
- A1)x 100]/ (Ao. Spores are very hydrophilic (%h < 20%),
hydrophilic (20 > %h < 40%), moderately hydrophobic (40 > %h <
60%) and highly hydrophobic (%h > 60%).

RESULTS AND DISCUSSION
Identification and characterization of bacterial strains

We obtained thirty six B. cereus group isolates from
various localities in Naama south-western Algeria. All
isolates showed typical colony morphology with a zone of
precipitation. All of the isolates were Gram positive, rod
shaped, endospore forming, catalase positive, lecithinase
positive and hemolytic (Figure 2). All isolates were able to
grow in the range of temperature tested 15 to 45°C
(Table 1). To clarify the existing diversity of B. cereus

group and its special ability to adapt to widely diverse
habitats, Guinebretiére et al. (2008) showed that the
genetic structure of B. cereus group belong the same
phylogenetic group, describe more that found. All isolates
of this study affiliated to group Ill. This genetic group
includes isolates whose growth temperature is between
15 to 45°C. Temperature is one of the most important
environmental factors to which microorganisms tolerate
different kinds of environmental changes. In the API 20 E,
all isolates were VP, Citrate, ADH, Gelatine positive,
except three isolates were ADH negative, however the
results given by other tests are always negative (Table 1).

FAME analysis

Ten bacterial isolates were examined in this study (Figure
3). They were classified into B. cereus groups. The
characterization studies based on FAME analysis
showed that total 31 different FAMEs were present in 10
bacterial isolates tested in the present study (Table 2).
The data of fatty acid analysis showed that three isolates
(bact3, bact4, bact7) were B. cereus Subgroup A,
remaining isolates were B. cereus Subgroup B.
According to the results based on fatty acid profiles we
can deduce a low diversity among the isolates. The ten
samples were isolated from several soil plots, both the
origin of the isolates and the pressure exerted by
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Figure 3. Fatty acid methyl ester (FAME) analysis.

Table 1. Biochemical and physiological characteristic of 36 B. cereus isolates.

Number of strains  Origin Positif biotype character Thermic profile of growth
5 Abdelmoula
6 Mekmen Ben Amar . . . o o
4 Mechria Biotype | (VP, Citrate, ADH, Gelatine) Mesophilic 15 to 45°C
18 Ain Sefra
! Mechria Bi Il (VP, Ci Gelati
Ain Sefra iotype Il (VP, Citrate, Gelatine)

environmental conditions in the soil can explain the low
diversity identified by our results, it has been reported
that temperature is assumed to select some bacterial
groups (Von Stetten et al., 1999). Major environmental
variables that may influence bacterial-community
composition include vegetation type and temperature,
plant species variables influence the composition of
bacterial communities (Kuske et al., 2002), agricultural
growing practice (Buckley and Schmidt 2001),
temperature (Ward et al, 1998), nutrient status
(Broughton and Gross, 2000), salinity (Nubel et al.,
2000), and other environmental variables.

Plant growth promotion activities for isolates

Five isolates of B. cereus showed IAA production (Table
3). According to Mirza et al. (2001), IAA by the production
of microorganisms may vary between different species
and strains of the same species. The culture conditions
and substrate stage growth conditions may also cause
variations in production. Also, Idris et al. (2007) showed
that reduction in IAA concentration in B.
amyloliquefaciens FZB42 was caused by inactivating of
gene responsible for IAA biosynthesis consequently
causing in decrease plant growth promotion activity. The
level of IAA production was affected also by two genetic

factors, the location of auxin biosynthesis genes in the
bacterial genome and the mode of expression.

Among environmental stress factors, acidic pH, osmotic
and matrix stress, and carbon limitation modulate the IAA
biosynthesis in different bacteria (Spaepen et al., 2007).
The ability to produce heat resistant endospores is one of
the main features of Bacillus, tailoring it to design and
marketing, since these microorganisms can be stored for
a longer period and may stay longer in the soil (Kokalis-
Burelle et al., 2006). The isolation efficient of bacteria
depends on some factors of the interaction of plant-soil-
climatic conditions (Chagas-Junior et al., 2012). There
are few studies related to quantification of IAA by bacteria
of the species B. thuringiensis and B. cereus. Gomes et
al. (2003) demonstrated that both bacteria, B.
thuringiensis and B. pumilus, isolated from the cabbage
plant, increased the growth of lettuce in the greenhouse.
B. cereus is known for its ability to produce gibberellic
acid, IAA, zeatin and gibberellins (Karadeniz et al., 2006).
In addition, Tilak et al. (2006) confirmed the involvement
of B. cereus in promoting the growth of Cajanus cajan
(L.) Mill sp., while Bullied et al. (2002) found that this
promotes the growth of bacteria soybean (Glycine max).
Three isolates showed capability to solubilize inorganic
phosphate (Table 3). Bacillus species have been
reported for their capacity to increase availability of
phosphorus in soil (Bhattacharyya and Jha, 2012) and
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Table 2. Fatty acid composition (%ow/w) of isolates.

Fatty acids bact1 Bact2 Bact3 Bact4 Bact5 Bact6 Bact7 Bact8 Bact9 Bact10
12:0iso0 0.97 1.33 0.48 1.04 0.73 0.88 0.48 1.04 1.25 1.17
12:0 0.74 0.80 0.38 0.81 0.56 0.66 0.51 0.57 0.71 0.70
13:0iso0 8.16 7.71 6.57 9.49 7.61 7.46 8.78 8.93 11.32 8.96
13 :0 anteiso 0.94 1.45 0.79 117 142 1.62 0.65 1.04 2.16 1.24
13:0 - 0.31 - - - 0.33 - 0.17 - 0.36
14:0iso 5.99 7.15 4.01 5.10 5.52 5.08 3.7 6.58 5.21 6.34
14 11 whe - - - - - - 0.22 - - -
14:0 5.06 6.21 3.29 5.84 5.50 5.02 4.67 4.69 443 5.36
15:0iso0 27.49 24.08 30.99 30.98 29.89 29.16 31.91 28.15 25.28 29.44
15 :0 anteiso 4.29 5.14 4.21 4.05 6.85 6.73 3.36 4.63 6.35 4.75
15 :1 whc - 0.27 - 0.28 - 0.27 - 0.27 - 0.26
15:0 - - - - - - - - - -
16 :1 w7c alcohol 0.44 0.55 0.59 0.44 0.50 0.70 0.44 0.49 0.91 0.95
16:0iso 9.59 10.72 9.76 7.33 7.89 8.12 6.05 9.77 7.39 9.00
16:1wl1c 0.36 0.34 043 0.28 0.40 0.45 0.22 0.29 1.97 0.54
16 :1 whe - 0.26 - 0.27 043 0.37 1.00 - - -
16:0 11.01 10.03 8.12 8.30 9.13 5.90 5.77 10.27 10.51 8.41
15:0 20H - - 0.30 - - 0.25 0.34 - - -
17 :1iso w10c 0.94 1.15 1.96 1.29 143 1.31 - 0.90 1.93 1.84
17 1 iso whc 1.67 1.53 2.59 2.32 2.03 3.16 2.90 1.71 1.19 147
17 :1 anteisoA 0.48 0.54 0.81 0.54 0.70 1.39 0.70 0.52 0.49 0.48
17:0iso 9.19 7.69 11.71 8.62 7.09 5.84 8.54 8.30 791 8.81
17 :0 anteiso 1.87 212 2.78 1.52 2.39 2.36 1.40 1.84 2.57 1.84
17 11 wébe - - - - - 0.24 0.36 - - -
17:0 0.40 0.41 0.29 0.27 0.24 - 0.32 - 0.36
18:0iso0 0.26 0.37 - - 0.20 - -
18:1isoH - - - - - - 0.29 - - -
18:1 w9c 1.62 0.76 1.28 0.31 0.40 0.23 0.35 0.31 0.79 0.46
18 :1 whe - - - - - - 0.17 - - -
18:0 0.69 043 0.59 0.34 0.30 0.19 0.23 0.46 0.49 0.33
18:1 20H - - - 0.29 0.29 - - 0.19 - 0.31

many environmental factors such as pH and soil type can
affect highly the phenomena of fixation and precipitation
of P in soil. Thus, according to Jones et al. (1991) in
alkaline soils it is fixed by calcium, causing a low
efficiency of soluble P fertilizers.

From the present study, pH of soil isolates was alkaline
(8.5), Hwangbo et al. (2003) reported that the inverse
relationship between pH and soluble phosphate.
However, P-solubilizing bacteria (PSB) are widely
distributed in soil; environmental stress factors can affect
establishment and performances of these bacteria
(Ahemad and Khan, 2012).

Furthermore, obtained results showed that all Bacillus
cereus in our study were starch hydrolysis and proteolytic
activity (Figure 4A and 4B). There are many reports
(Sellami-Kamoun et al., 2008) indicating that Bacillus sp.
were able to produce a large variety of extracellular

enzymes, such as amylases and proteases are the most
significant industrial. It has been confirmed that variation
of amylases and proteases not only in type but also in pH
and optimum temperature (Gupta et al., 2003).

Role of hydrophobicity of spores in attachment

The hydrophobicity of B. cereus spores was determined
and expressed a percentage and illustrated in Table 4.
Surface  hydrophobicity of untreated B. cereus
spores(ranged between 18.5 and 57%). In this study, it is
interesting to note that hydrophobicity of spores varied
among the analyzed B. cereus soil isolates which
displayed either a hydrophilic or moderate hydrophobic
character. Three isolates were moderately hydrophobic,
adherence to hexadecane range between 43, 37 and
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Table 3. IAA production, phosphor solubilization, amylolytic and proteolytic activity and biofilm-forming capacities in tube and microtiter plate
of the thirty six B. cereus strains from four different sites. (A): Abdelmoula; (B): Mekmen Ben Amar; (C): Mechria; (D): Ain Sefra.

IAA Phosphor Amylolytic

Stains  production®  Solublization® _activitye

Proteolytic
activity®

Microtiter plate biofilm
formationd

Biofilm-forming capacities

in tubed Sites

Bact1 - - +
Bact2

Bact3

Bact4

Bactb

Bact6 -
Bact7 +
Bact8

Bact9 + +
Bact10

Bact11

Bact12

Bact13

Bact14

Bact15

Bact16

Bact17

Bact18

Bact19

Bact20

Bact21

Bact22

Bact23

Bact24

Bact25

Bact26

Bact27

Bact28

Bact29

Bact30

Bact31

Bact32

Bact33

Bact34

Bact35

Bact36

+ + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +

+

+ + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +

+
W OO0 O0OWwoOooo0ow?>» > O00C0CO0O0C>P>O0O00O00D0C00®W®W0OO0O>»r 000

+ + 4+ + + + + + + + F 4+ + + + + + + + + + + + + 4+ + + + + + + + + A+ +

O

(®): +: able to produce IAA, -: not able to produce 1AA; ( b ): +: able able to solubilize Phosphor, - : not able to solubilize; (°): +: amylolytic and proteolytic

activity; (*): +: forms a biofilm, - : does not form a biofilm.

57%. Remaining isolates were hydrophilic character, with
hydrophobicity values between 18.5% and 36%.
According to the literature, spores of B. cereus groups
generally considered hydrophobic. On the other hand, the
hydrophilic character of the soil isolates of B. cereus
could also be related to an adaptation to alkaline pH
conditions. This notice is an accordance with those

mentioned by Seale et al. (2008). They stated that
hydrophobicity increased at acidic pH while it decreased
at alkaline pH (Giotis et al., 2009). Decreased
hydrophobicity was observed for the spores of a strain of
B. cereus alkali-tolerant (Bernardes et al., 2010). These
data are confirmed by the results of Hamadi et al. (2004)
who found that the hydrophilicity of strains of S. aureus
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Figure 4. Starch hydrolysis, proteolytic activity by B cereus (Bact2). A: proteolytic

activity B: starch hydrolysis.

Table 4. Hydrophobicity percentage of

the ten Bacillus cereus selected
isolates.

Isolates Hydrophobicity (%)

Bactl 19

Bact2 36

Bact3 44.15

Bact4 18.5

Bact5 26

Bact6 35.13

Bact7 32.55

Bact8 57

Bact9 43.37

Bact10 20

and E. coli is low apparent for neutral to alkaline pH (> 5
to 11) so that the hydrophobicity is more apparent at
acidic pH (2-3). In our results, pH of soil isolates was
alkaline between (8 to 9) and hydrophobicity associated
with very moderate hydrophobicity is an argument for
adaptation at pH alkaline conditions.

Biofilm formation

In our study, we use a tube method and microtiter plate
assay to test the capacity of thirty six isolates to form
biofilms. The tube test showed significantly different
results from the results obtained by the standard
microtiter-plate test. All isolates did not form a biofilm in
the microtiter plate assays, while in the Tube assays,
formation of biofilm took place preferentially at the point
of the interface between the liquid and air for all B. cereus
(Figure 5). According (Deighton and Balkau, 1990) the
adherence capability of Staphylococci was influenced by
many factors include different mechanisms of adherence
for plastic and glass surfaces. Number of spores attached
to the polystyrene surface was dramatically affected by
hydrophobicity. Auger et al. (2006) assured same

Figure 5. Biofilms formed by B. cereus on LB at 30°C
for 48 h at air-liquid interfaces. B. cereus Bact2 (lane
1), B. cereus Bact3 (lane 2).

observations and reported that B. cereus ATCC14579 did
not produce biofilm in the microtiter plate.

The dynamic condition had negative effect not only on
attachement of B. cereus cells to polystyrene surface but
also on biofilm development, where all tested isolates
were no biofilm producer. According to Carpentier and
Cerf (2011), the conditions for growth are not always
favorable for the adhesion of bacteria. The choice of
material in which these microtiter are produced, also
remains imperative to avoid negative interference with
the adhesive properties of the tested microorganisms.
This illustrates the need for reliable and reproducible
techniques to culture and biofilm development. It is
recognized that biofilms are formed in response to
environmental signals which differ from one species to
another. These signal nutrient availability and quorum-
sensing involved in the regulation of maturation of the
biofilm (Stanley and Lazazzera, 2004). Factors which
influence structure and development of biofilm, and the
composition of the microbial community include nutrient
availability and type of sugar provided (Stoodley et al.,
2001). Finally, the results indicate that the bacteria tested
in this study may be promising in promoting plant growth.
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RESUME

Bacillus cereus est une bactérie largement répandue dans la nature, d'origine tellurique. Le sol est un véritable
réservoir de cette bactérie. Celle-ci appartient aux bacilles Gram positif, aérobies ou parfois anaérobies facultatifs. Cette
espéce saprophyte du sol est également capable de se multiplier et de produire des spores qui lui permettront de persister
dans le sol ou elle est extrémement représentée.

Dans le cadre de cette thése, un total de 70 souches de Bacillus spp. et 45 souches de Bacillus cereus sont isolées et
sélectionnées a partir de quatre sols rhizosphériques de la région Sud- Ouest Algérien.

Cette étude consiste a une identification via une approche phénotypique basée sur 1’étude du comportement de ces
bactéries, notamment a I’égard de la température . La gamme de température de croissance de toutes les souches isolées est
de 15 a 45°C.L’identification phénotypique préliminaire montre une faible diversité des isolats et la dominance dans le sol
d’un type spécifique (biotype I). Les études caractéristiques basées sur 1’analyse FAME montrent qu’il ya un total de 31
FAMEs différents présents dans les dix souches bactériennes testées dans la présente étude .Les résultats des analyses des
Fatty acid methyl ester montrent qu’il ya trois souches bactériennes appartenant au groupe Bacillus cereus sous groupe
« A », les autres souches appartiennent au groupe Bacillus cereus sous groupe « B ».Ces résultats confirment la faible
diversité des isolats et la dominance dans le sol d’un type spécifique (sous groupe « B »). L’origine commune des isolats
associée aussi a la pression de sélection exercée par des conditions environnementales, spécialement la température dans le
sol, peuvent expliquer la faible diversité des isolats. De plus, au niveau moléculaire les deux souches sélectionnées par les
analyses des FAME retenues et identifiées par séquengage du géne de I’ARNr16S sont Bacillus cereus ATCC 14579 et
Bacillus thuringiensis serovar konkukian str.97-27

Lefficacité des inocula bactériens est liée a la caractérisation de multiples activités PGP telles que la production de
’acide indole acétique (AIA), de la solubilisation des phosphates, hydrolyse de l'amidon, I'activité protéolytique, de I’activité
antifongique ainsi que de la capacité de la formation de bio-film. 100% des souches isolées ont la capacité d’hydrolyser
I’amidon et la caséine. Seules dix souches isolées ont la capacité de la production AIA et de la solubilisation  de
phosphate, 91% des B.cereus sont efficaces envers Aspergillus flavus MNHN 994294. Les souches avaient un caractere
hydrophile et hydrophobe moyen selon leurs affinités respectives aux solvants organiques utilisés, et une adhésion plus
importante sur un support en verre par rapport a un support en PVVC.

Mots clés: Bacillus cereus, sol, identification, PGP, biofilm.

ABSTRACT

Bacillus cereus is a group of bacteria frequently found in soil, widely distributed in the environment. They are a
group of ubiquitously facultative anaerobic spore-forming Gram positive rods and are of health and economic benefits. The
present study was conducted to identify, characterize about 70 Bacillus and 45 Bacillus cereus from 4 soil plots from south-
western Algeria. This study consists of an identification via phenotypic approach, temperature effect on the maximal specific
growth rate was studied in Bacillus cereus, all B. cereus isolates grown from 15°C to 45°C, the preliminary phenotypic
identification showed a low diversity of isolates and dominance in the soil of a specific type (biotype I). The characterization
studies based on FAME analysis showed that total 31 different FAMES were present in 10 bacterial isolates tested in the
present study. Fatty acid profiles showed that bacterial isolates were classified into Bacillus cereus group, three isolates were
Bacillus cereus Subgroup A, remaining isolates were Bacillus cereus Subgroup B. These results confirm a low diversity
among the isolates., both the origin of the isolates and the pressure exerted by environmental conditions in the soil can
explain the low diversity identified by our results, it has been reported that temperature is assumed to select some bacterial
groups. In addition, at the molecular level, the two strains selected and identified by sequencing the 16S rRNA gene are
Bacillus cereus ATCC 14579 and Bacillus thuringiensis serovar konkukian str.97-27.

The effectiveness of the bacterial inoculum is related to the characterization of multiple PGP activities such as
indole acetic acid (IAA) production, phosphate solubilization, starch hydrolysis, proteolytic activity, the antifungal activity as
well as biofilm formation. 100% of isolated bacterial strains had amylolytic and proteolytic activity. Only ten strains have
the ability to AIA production and solubilization of phosphate, 91% of B.cereus are effective against Aspergillus flavus
MNHN 994294. All strains presented a highly hydrophilic and middle hydrophobic character Based on their respective
affinities to organic solvents, and adhesion greater in a glass support. Compared with PVC
Key words: Bacillus cereus, soil, identification, PGP, biofilm



