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I ntroduction

La pollution de I'environnement a augmenté dans de nombreuses régions du monde en
raison de |'utilisation répandue de pesticides, d'herbicides et d'insecticides dans |'agriculture.
Les pesticides et leurs produits de dégradation sont devenus une menace sérieuse pour lavie
humaine et animale lorsgu'ils saccumulent dans la couche supérieure du sol posant un danger
pour les micro-organismes du sol, en particulier les micro-organismes nitrifiants et
ammoniféres essentiels a la croissance des plantes. Beaucoup de ces pesticides ont été jugés
toxiques, mutagenes et cancérogenes. De nombreuses études ont montré que presgue 70% des
pesticides utilisés ont des produits de dégradation qui se conservent dans le sol (Arya, 2015)
Sur la base de ce constat, le concept d’agroécologie a été développé dans le but d’apporter des
alternatives a des méthodes agricoles dangereuses tels que I'utilisation de la lutte biologique et
auss dutiliser des techniques permettant I'éimination de I'exces de ces molécules dans le sol.

Dans le sol, les microorganismes représentent la majorité des organismes vivants et
constituent une importante part de la diversité génétique de la planéte. Il a été estimé qu’un
gramme de sol contenait de 10" & 10™ bactéries (Horner-Devine et al., 2003), de 6000 &
50000 espéces bactériennes (Curtis et al., 2002) et jusqu’a 200 m d’hyphes fongiques (L eake
et al., 2004). De plus, les microorganismes jouent un réle clé et influencent un grand nombre
des processus des différents écosystemes incluant I’acquisition des éléments nutritifs pour les
plantes (Sprent, 2001), les cycles géochimiques comme celui de I’azote (Kowalchuk et
Stephen, 2001) ou du carbone (HGgberg et al., 2001) et la structure du sol (Rillig et
Mummey, 2006).

La dégradation microbienne des pesticides est apparue comme une méthode biotechnologique
peu colteuse, écologique et compétente pour la bioremédiation. La rhizosphére, qui est la
région du sol sous l'influence des racines, représente |'écosysteme le plus adéquat pour cette

fonction, cette région représente en fait, une niche microbienne trés riche et trés diversifiée.

Ce travail sinscrit dans le but d'étudier I'effet de I'Apiros, herbicide contenant 75% de
sulfosulfuron, sur la flore rhizosphérique de Pisum sativum par mesure de l'activité
enzymatique et le dénombrement des cellules microbiennes. D'autre part, une deuxiéme
partie sest focalisée sur I'isolement et I'identification des bactéries colonisant les racines de
cette plante et I'étude de leurs capacités a produire dindole acétique acide (IAA) et a

solubiliser e phosphate inorganique.
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1. La rhizospheére

Larhizosphére est larégion du sol directement influencée par les racines. On distingue en
général le rhizoplan qui est I’interface racine/sol et le sol rhizosphérique situé au voisinage

immédiat de laracine et soumis a son influence.

La rhizosphére est donc un environnement particulier ou les flux de matieres et d’énergie

entre le sol et la plante sont particulierement intenses (Lynch, 1990).

La plante y mobilise I’eau et les éléments minéraux nécessaires a son développement et a sa
croissance, induisant aussi des modifications importantes du potentiel de I’eau et des
concentrations ioniques du sol rhizospherique. En outre, les échanges ioniques et gazeux entre
les racines des vegétaux et le sol, contribuent @ modifier d’une maniere notable le pH, le
potentiel d’oxydo-réduction de la rhizosphére e, par suite, la biodisponibilité de nombreux

éléments minéraux nutritifs ou non (Hinsinger, 1998).
2. La communauté microbienne de la rhizosphere

La richesse de la rhizosphére en sucres, amino-acides, acides organiques, isoflavonoides,
régulateurs de croissance et en enzymes libérées par 1a plante, rend ce microenvironnement un
site d'une remarquable activité biologique et d’une richesse naturelle en vers de terre,
nématodes, protozoaires, champignons, algues et bactéries. Ces étres vivants, les
microorganismes en particulier, sont requis dans le processus de la décomposition et le

recyclage des nutriments dans la rhizosphére de la plante (Germida et al., 1998).

Les microorganismes jouent aussi un role significatif dans I’état de la santé des plantes,
certains sont nuisibles, d'autres sont bénéfiques et certains ne semblent avoir aucun effet. Les
microorganismes rhizosphériques incluent les symbiotes (rhizobia, actinobactéries et
champignons mycorhiziens) et les saprophytes libres qui augmentent la disponibilité de
nutriments et la synthése des substances de croissance des plantes et/ou suppriment les
pathogénes. Un groupe de ces microorganismes rhizosphériques est classé comme des
rhizobactéries promotrices de la croissance (PGPR). En effet, plusieurs microorganismes
rhizosphériques produisent les auxines, I'éthylene, les cytokinines, les vitamines et autres
substances qui peuvent avoir des effets positifs sur les cultures et leur production (Schippers
et al., 1987).



Chapitre Rhizosphere et bactéries rhizospheriques

La structure des racines et la composition des exsudats racinaires changent durant le
développement de la plante ainsi qu'en fonction de conditions environnementales telles que la
disponihilité de I'eau et la température. Par conséquent, la dynamique de la population des
microorganismes rhizospheériques peut aussi changer. En effet, grace aux signaux spécifiques,
les plantes exercent une pression sélective qui tend généralement a réduire la diversité

microbienne et afavoriser des espéces ou des souches particuliéres (Ann et al., 2003).

En outre, la compétition entre les microorganismes pour les nutriments et la colonisation des
sites, la production des antibiotiques et des bactériocines, contribue a cette dynamique
microbienne dans la rhizosphére. Par ailleurs, la communauté microbienne joue un réle
notable dans I’amélioration et la stabilisation de la structure du sol. Plusieurs études ont
montré que I’agrégation et la stabilité d’un sol dépend de sa nature et de sa contenance en
matiere organique (Elustondo et al., 1990).

Il a é&é montré que I’action microbienne sur I’agrégation du sol est généralement due aux

exopolysaccharides (EPS) produits par divers microorganismes (Lynch, 1985).

En effet, I’amendement du sol avec les EPS a été soldé par I’amélioration de sa structure, de
méme, I’inoculation du blé avec des bactéries productrices d’EPS, Pantoea agglomerns et
Paenibacillu spolymyxa, a permis de réguler la rétention d’eau de la rhizosphere (Amellal,
1998).

3. Mécanisme des PGPR

3.1. Fixation de I'azote

L'azote (N) est le nutriment le plus vital pour la croissance et la productivité des plantes.
Bien qu'il y ait environ 78% de N2 dans |'atmospheére, il est indisponible pour les plantes en
croissance. Le N2 atmosphérique est converti en formes utilisables par la plante par |a fixation
biologique de N2 (BNF) qui modifie I'azote et ['ammoniac par des microorganismes fixant de
I'azote a l'aide d'un systeme enzymatique complexe. En fait, BNF représente environ les deux
tiers de l'azote fixé a I'échelle mondiale, tandis que le reste de |'azote est synthétisé
industriellement. La fixation biologique de |'azote se produit généralement a des températures
douces, par des microorganismes fixant de |'azote, qui sont largement distribués dans la nature
(Raymond et al., 2004).
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Les organismes de fixation de I'azote sont généralement classés comme:

- Des bactéries de fixation N2 symbiotiques, y compris des membres de la famille des
rhizobiaceae qui forment une symbiose avec des |égumineuses (exemple : Rhizobia sp) et des

arbres non légumineux (exemple : Frankia sp).

- Les formes de fixation de |'azote non-symbiotiques (libres de vie, associatives et
endophytes) telles que les cyanobactéries (Anabaena sp, Nostoc sp, Azospirillum sp,
Azotobacter sp,....) (Bhattacharyya et Jha, 2012).

Cependant, les bactéries non-symbiotiques de fixation de I'azote ne fournissent qu'une petite
guantité de |'azote fixé que nécessite I'établissement hote associé aux bactéries (Glick, 2012).
Les membres de la famille des rhizobiaceae infectent et établissent une relation symbiotique
avec les racines des |égumineuses. L'établissement de la symbiose implique une interaction
complexe entre |I'hGte et le symbiont, ce qui entraine la formation des nodules dans lesquels

les rhizobia se forment comme des symbiotes intracel lulaires (Giordano et Hirsch, 2004).
3.2. Solubilisation de phosphate

Le phosphore (P), le deuxiéme nutriment important limitant la croissance des plantes
apres l'azote, est largement disponible dans les sols a la fois organiques et inorganiques.
Malgreé ce grand réservoir de P, la quantité disponible pour les plantes est généralement faible.
Cette faible disponibilité de phosphore pour les plantes est due a ¢ca présence en majorité sous
formes insolubles, alors que les plantes ne |'absorbent que sous formes solubles. Le P
insoluble est présent comme un minéral inorganique tel que |'apatite ou comme |'une des
nombreuses formes organiques, y compris le phosphate dinositol (phytate du sol) (Glick,
2012).

Pour surmonter la déficience en P dans les sols, il existe des applications fréquentes d'engrais
phosphatés dans les champs agricoles. Les plantes absorbent moins de quantités d'engrais
phosphatés appliqués et |e reste est rapidement transformé en complexes insolubles dans le
sol. Mais I'application réguliere d'engrais phosphatés n'est pas seulement colteuse, mais elle
est aussi indésirable pour I'environnement. Dans ce contexte, les organismes couplés a une
activité de solubilisation de phosphate, souvent appelés microorganismes solubilisant de

phosphate (PSM), peuvent fournir les formes disponibles de P aux plantes et donc un substitut
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viable aux engrais phosphatés chimiques. Les PSB sont considérées comme des biofertilisants
prometteurs (Khan et al., 2006).

Des genres bactériens comme Azotobacter sp, Bacillus sp, Beijerinckia sp, Burkholderia sp,
Enterobacter sp, Erwinia sp, Flavobacterium sp, Microbacterium sp, Pseudomonas sp,
Rhizobium sp et Serratia sp sont considérés comme les bactéries les plus significatives pour la
phosphatation (Bhattacharyya et Jha, 2012).

Typiquement, la solubilisation du phosphore inorganique se produit en conséguence de
I'action d'acides organiques de bas poids moléculaire qui sont synthétisés par diverses
bactéries du sol. A l'inverse, la minéralisation du phosphore organique se produit par la
synthése d'une variété de phosphatases différentes, catalysant I'hydrolyse des esters
phosphoriques. Fait important, la solubilisation et la minéralisation des phosphates peuvent

coexister dans la méme souche bactérienne (Glick, 2012).

Cependant, les PSB se retrouvent couramment dans la plupart des sols; Leur établissement et
leurs performances sont séverement affectés par des facteurs environnementaux, en particulier
dans des conditions de stress. Cependant, |es effets bénéfiques de I'inoculation avec PSB ont
été utilisés seul ou en combinaison avec dautres des microbes rhizosphériques ont été
rapportés. Outre la fourniture de P aux plantes, les bactéries solubilisantes de phosphate
augmentent également la croissance des plantes en stimulant I'efficacité de BNF, en
améliorant la disponihilité d'autres oligo-ééments en synthétisant des substances importantes
favorisant la croissance des plantes (Zaidi et Khan, 2005; Vikram et Hamzehzarghani,
2008).

3.3. Production des Phytohormones

La synthése microbienne des auxines (acide indole-3-acétique / acide indole acétique /
IAA) est connue depuis longtemps. 1l est rapporté que 80% des microorganismes isolés de la
rhizosphére de diverses cultures possedent la possibilité de synthétiser et de libérer des
auxines comme métabolites secondaires. Généralement, I'lAA sécrétée par les rhizobactéries
interfére avec de nombreux processus de développement de l'installation (Glick, 2012;

Spaepen et al., 2007).

Evidemment, IAA agit également comme une molécule de signalisation réciproque affectant

I'expression des géenes dans plusieurs microorganismes. Par conséquent, I'lAA joue un réle
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tres important dans les interactions entre rhizobactéries et plantes. En outre, la régulation
négative de I'lAA en tant que signalisation est associée aux meécanismes de défense des
plantes contre un certain nombre de bactéries phyto-pathogenes (Spaepen et Vanderleyden,
2011).

IAA a été impliqué dans presgue tous les aspects de la croissance et du développement des
plantes, ainsi que des réponses de la défense. Cette diversité de fonctions se traduit par la
complexité extraordinaire des voies de biosynthese, de transport et de signalisation de I'AA
(Santner et al., 2009).

Généradement, IAA affecte ladivision, I'extension et la différenciation des cellules végétales;
Stimule la germination des semences et des tubercules; Augmente le taux de développement
du xyleme et des racines; Contrdle les processus de croissance végétative; Initie la formation
de racines latérales et accidentelles; Médiatise les réponses a la lumiere, a la gravité et ala
fluorescence; Affecte la photosynthese, la formation de pigments, la biosynthése de divers
métabolites et |a résistance a des conditions stressantes. En outre, I'lAA bactérienne augmente
la surface et la longueur de la racine et fournit ainsi a la plante un meilleur accés aux
nutriments du sol. De plus, I'lAA rhizobactérien les parois cellulaires de la plante et, en
consequence, facilite une augmentation de I'exsudation des racines qui fournit des nutriments
supplémentaires pour soutenir la croissance des bactéries de la rhizosphére (Glick, 2012).
Aingi, I'TAA rhizobactérien est identifié comme une molécule effectrice dans les interactions

plantes microbes, alafois en pathogenese et en phytostimulation.
3.4. Production des Sidérophores

Pour satisfaire les exigences nutritionnelles du fer, les microorganismes ont dével oppé des
voies tres spécifiques qui utilisent des chélateurs de fer de faible poids moléculaire appelés
sidérophores. Les sidérophores sont secrétés pour solubiliser le fer dans leurs environnements
environnants, formant un sidérophore ferrique complexe qui peut se déplacer par diffusion et

étre renvoyé dans la surface de lacellule (Andrews et al., 2003).

Le systeme de transport actif a travers la membrane commence par la reconnaissance du
sidérophore ferrique par des récepteurs membranaires spécifiques de bactéries Gram-négatif
et Gram-positif (Boukhalfa et Crumbliss, 2002).
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Les sidérophores peuvent chélater I'ion ferrique avec une grande affinité, permettant sa
solubilisation et son extraction a partir de la plupart des complexes minéraux ou organiques
(Wandersman et Delepelaire, 2004). Dans les conditions aérobies au pH physiologique, la
forme ferreuse réduite (Fe™) est instable et est facilement oxydée & la forme ferrique (Fe™)
oxydée, qui se produit normalement comme un hydroxyde de fer peu soluble, essentiellement

indisponible pour les systémes hiologiques (Krewulak et Vogel, 2008; Osorioetal, 2008).

Les sidérophores bactériens ont été classés en quatre classes principales (carboxylate,

hydroxamates, phénol, catécholates et pyoverdines) (Crowley, 2006).

Des centaines de siderophores ont été identifiés et signalés pour des microorganismes
cultivables, dont certains sont largement reconnus et utilisés par différents microorganismes,
tandis que d'autres sont spécifiques aux espéces (Crowley, 2006; Sandy et Butler, 2009).
Dansle sal, I'activité de production de sidérophores joue un réle central dans la détermination
de la capacité de différents microorganismes a améliorer le développement des plantes. Les
sidérophores microbiens améliorent I'absorption de fer par des plantes capables de reconnaitre
le complexe bactérien ferric-sidérophore (Masalha et al. 2000; Katiyar et Goel, 2004;
Dimkpa et al., 2009). La production de sidérophores confere des avantages compétitifs au
PGPR qui peut coloniser les racines et exclure d'autres microorganismes de cette niche

écologigue (Haas et Défago, 2005).

Dans des conditions hautement compétitives, la capacité d'acquérir du fer par sidérophores
peut déterminer le résultat de la concurrence pour différentes sources de carbone disponibles

en raison de |'exsudation des racines ou de la rhizodéposition (Crowley, 2006).

Parmi la plupart des sidérophores bactériens, ceux produits par les Pseudomonas sp sont
connus pour leur grande affinité a l'ion ferrique. Le sidérophore puissant, le pyoverdine, par
exemple, peut inhiber la croissance de bactéries et de champignons qui présentent des

sidérophores moins puissants dans des milieux appauvris en fer in vitro.

Un siderophore pseudobactine produit par la souche P. putida B10 a également été capable de
supprimer Fusarium oxysporum dans le sol déficient en fer; Cette suppression a été perdue
lorsgue le sol a été réapprovisionné en fer, une condition qui réprime la production de
chélateurs de fer par des microorganismes. Des études récentes ont démontré la suppression

de pathogenes fongiques transmis par le sol grace a la libération de siderophores chélants de
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fer par Pseudomonas fluorescens, ce qui le rend indisponible pour d'autres organismes
(Dwivedi et Johri, 2003).

3.5. Production des antibiotiques

Outre la production de sidérophores, la production d'un ou plusieurs antibiotiques est le
meécanisme le plus souvent associé a la capacité des bactéries favorisant la croissance des

plantes aagir comme agents antagonistes contre les phytopathogénes (Glick et al., 2007).

La base de I'antibiose, I'activité de biocontrble a base de sécrétion de molécules qui tue ou
réduisent la croissance de I'agent pathogene cible, est mieux comprise au cours des deux

dernieres décennies (Whipps, 2001; Lugtenberg et Kamilova, 2009).

Les antibiotiques englobent un groupe hétérogéne de composés organiques, a faible poids
moléculaire, nuisibles a la croissance ou aux activités métaboliques d'autres microorganismes
(Duffy, 2003).

Sdlon (Haas et Défago, 2005), six classes de composés antibiotiques (pour lesgquels leurs
modes d'action sont en partie compris) sont mieux liées au contrdle biologique des maladies
racinaires. les phénazines, les phloroglucinols, la pyoluteorine, la pyrrolnitring, les
lipopeptides cycliques (tous diffusible) et le cyanure d'hydrogene (HCN, qui est volatil). Plus
récemment, les bio surfactants lipopeptides produits par les espéces de Pseudomonas sp et
Bacillus sp ont é&é impliqués dans le contréle biologique en raison de leur effet positif
potentiel sur les interactions compétitives avec des organismes, y compris les bactéries, les
champignons, les oomycetes, |les protozoaires, les nématodes et les plantes (De Bruijn et al.,
2007; Raaijmakers et al., 2010).

De nombreux types d'antibiotiques isolés des souches fongiques et bactériennes inhibent la
synthese des parois cellulaires pathogenes, influencent les structures membranaires des
cellules et inhibent |a formation de complexes dinitiation sur la petite sous-unité du ribosome
(Maksimov et al., 2011).

La pyrrolnitrine, I'antibiotique produit par la souche P. fluorescens BL915, est capable d'éviter
les dommages causés par Rhizoctonia solani pendant |'amortissement des plantes cotonniéres.
Le 24-diacétylphloroglucinol (DAPG) produit par des souches de Pseudomonas, un
antibiotique efficace et largement éudié, provoque des |ésions membranaires sur Pythium sp.

Et est particulierement inhibiteur des zoospores de cet oomycete (Souza et al., 2003).
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Les antibiotiques, tels que la polymyxine, la circuline et la colistine, produits par la mgjorité
de Bacillus ssp. Sont actives contre les bactéries Gram-positives et Gram-négatives, ains que
de nombreux champignons pathogénes (Maksimov et al., 2011).

En ce qui concerne les bactéries comme agents de lutte biologique pour agir en tant que
solution biologique, certains chercheurs ont mis en évidence I'utilisation d'especes Gram-
positif sporulantes telles que Bacillus sp et Paenibacillus spp., Ce qui peut conférer une plus
grande stabilité de la population lors de la formulation et du stockage des produits inoculants
(Emmert et Handelsman, 1999; Kokalis-Burelle et al., 2005).

3.6. Production des bactériocines

D'autres molécules utilisées dans les systémes de défense microbienne sont des
bactériocines. Selon une critique de (Riley et Wertz, 2002), les bactériocines difféerent des
antibiotiques traditionnels d'une maniere critique: ils ont généralement un spectre de
destruction relativement étroit et ne sont toxiques que pour les bactéries étroitement liées ala
souche produisant. Presque toutes les bactéries peuvent fabriquer au moins une bactériocine,
et de nombreuses bactériocines isolées des bactéries Gram-négatif semblent avoir été créées
par recombinaison entre les bactériocines existantes. Les coliques, les proténes produites par
certaines souches d'Escherichia coli qui sont |étales pour les souches apparentées, sont les
bactériocines les plus représentatives produites par les bactéries Gram négatif. Comme la
colicine, un nom dérivé d'E. coli, d'autres bactériocines ont ains été définies et nommées,
telles que les pyocines provenant de souches de P. pyogenes, des cloacins
d'Enterobactercloacae, des marcescines de Serratiamarcescens et des mégacines de B.

megaterium (Cascales et al., 2007).
4. Les micro-organismes endophytiques

Le terme endophyte définit comme toute infection asymptomatique d’une plante par un
microorganisme. Tout organe de I'h6te peut étre colonisé, I'utilisation du terme «endophyte»
pour les stratégies d'histoire de vie variables de la symbiose est également variable, alant de

facultativement saprobique a parasitaire, a mutualiste (Schulmz, 2006).



Chapitre Rhizosphere et bactéries rhizospheriques

4.1. La diversité des bactéries endophytes associatives

L’étude de la diversité des bactéries endophytes associatives suscite d’énormes interéts,
notamment qu’elles sont désignées comme bactéries de future dans le domaine agricole

(Seghers et al., 2004).

Contrairement aux rhizobiums, la taxonomie des bactéries endophytes associatives reste
encore mal cernée. Cependant, la plupart de ces bactéries identifiées jusqu’a présent font
partie des espéces appartenant aux genres, Azospirillun, Acinetrobacter, Alcaligenes,
Arthrobacter, Azoarcus, Bacillus, Beijerinckia, Burkholderia, Enterobacter, Erwinia,
Flavobacterium, Gluconoacetobacter, (Syn:Acetobacter), Herbaspirillum, Pseudomonas,
Serratia, Rhizobium, Bradyrhizobium, Snorhizobium, Azorhizobium (Baldani et Baldani,

2005).
4.2. Importance des bactéries endophytes associatives

Traditionnellement, les bactéries endophytes éaient jadis assimilées aux pathogénes
latents qui ne provoquent ni dommage ni apport bénéfique pour les plantes (Thomas et
Graham, 1952).

Durant ces dernieres années, de nombreux auteurs ont rapporté I’implication de ces
endophytes dans I’amélioration de la croissance des plantes, la résistance aux agents

pathogénes et de la production agricole (Benhamou et al., 2000).
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1. Définition

Le terme de pesticide dérive de "Pest”, mot anglais désignant tout organisme vivant
(virus, bactéries, champignons, herbes, vers, mollusgues, insectes, rongeurs, mammiféres,
oiseaux) susceptible d'ére nuisible &l'homme et/ou a son environnement. Les pesticides, dont
la traduction étymologique est "tueurs de fléaux" sont des molécules dont les propriétés

toxiques permettent de lutter contre les organismes nuisibles.

Selon la définition de la FAO, un pesticide est "une substance utilisée pour neutraliser ou
détruire un ravageur, un vecteur de maladie humaine ou animale, une espéce végétale ou
animale nocive ou génante au cours de la production ou de I'entreposage de produits agricoles
(Calvet, 2005).

Dans les textes relatifs a la réglementation nationale et européenne, les pesticides sont aussi
appelés « Produits phytosanitaires », (La directive européenne 91/414/CE du 15 juillet

1991) concernant lamise sur le marché du produits phytosanitaires, les définit comme étant :

Les substances actives et les préparations contenant une ou plusieurs substances actives qui
sont présentes sous la forme dans laquelle elles sont livrées a I’utilisateur et qui sont destinées

a:

- Protéger les végétaux ou les produits végétaux contre tous les organismes nuisibles ou a

prévenir leur action.

- Exercer une action sur les processus vitaux des végétaux, pour autant qu’il ne s’agisse pas de

substances nutritives.

- Assurer la conservation des produits végétaux, pour autant que les substances ou produits ne
fassent pas I’objet de dispositions particuliéres du conseil ou de la commission concernant les

agents conservateurs.
- Détruire les végétaux indésirables.
- Détruire les parties de végétaux, freiner ou prévenir une croissance indésirable des végétaux.

Les pesticides sont définis plus simplement comme des substances dont les propriétés

chimiques contribuent a la protection des plantes cultivées et des produits récoltés. L’entretien

11
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des zones non agricoles comme les espaces publics, les infrastructures de transport et les

jardins des particuliers peuvent également nécessiter I’usage de pesticides.

Ainsi, les termes « résidus de pesticides » définissent des substances présentes dans
I’environnement ou dans des produits et qui constituent le surplus de I’emploi d’un pesticide.
Ces termes définissent aussi bien le composé que ses produits de dégradation. Les pesticides
sont des formulations contenant une ou plusieurs substances chimiques minérales ou
organiques, synthétiques ou naturelles. La plupart des pesticides utilisés aujourd’hui sont des
composes organiques dont un petit nombre est extrait ou dérivé des plantes. IIs sont composés

en général de deux types de substances:
- Une ou plusieurs matiéres actives qui conférent au produit I’effet désire.

- Un ou plusieurs additifs qui renforcent I’efficacité, la sécurité du produit et sa facilité
d’utilisation. Ils peuvent également étre utilisés pour la régulation de la croissance des plantes
et la conservation des récoltes. Ils permettent I’amélioration de la quantité et de la qualité des
denrées alimentaires et peuvent diminuer I’ampleur des maladies pouvant étre transmises a
I’hnomme. Neanmoins, ils restent des produits toxiques et présentent donc des dangers
potentiels pour I’homme, les animaux et I’environnement (La directive européenne
91/414/CE du 15 juillet 1991).

2. Principales familles de pesticides utilisées en agriculture

2.1. Les fongicides

Trés fréguemment employés contre les maladies cryptogamiques, |es fongicides assurent
une excellente protection contre le développement des champignons parasites et permettent
I’obtention de plantes saines. On distingue deux grands groupes de fongicides:. les fongicides
minéraux et les fongicides organiques qui sont majoritairement des produits de synthese
(Periquet, 2004).

2.1.1. Les fongicides minéraux

Parmi les fongicides minéraux on trouve:

12
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Les fongicides a base de cuivre
Ce sont les plus nombreux et les plus fréquents. Le plus connu est la bouillie bordelaise,
mélange de sulfate de cuivre, de chaux et d’eau. Il existe également des préparations a base
d’oxychlorure de cuivre. Les sels de cuivre agissent sur un trés grand nombre de champignons
qui sont responsables des tavelures, des mildious, chancres, et/ou pourriture grise (Periquet,
2004).

Les fongicides a base de soufre
Les vapeurs de soufre pénétrent dans les cellules et entrent en compétition avec |'oxygene
dans les chaines respiratoires. La quantité des soufres employés a une importance dans
I'efficacité du traitement. La toxicité de ce type de fongicide est presque nulle vis a vis de
I’homme et des animaux. Il existe 3 types de fongicides soufrés: les soufres triturés, les
soufres sublimés et les soufres mouillables (Periquet, 2004).

Les fongicides a base de permanganate de potassium
Ils agissent uniquement a titre curatif sur les oidiums qu’ils détruisent par contact (Periquet,
2004).

2.1.2. Les fongicides organiques

Les fongicides organiques sont arrivés sur le marché vers 1950, et se sont rapidement
développé. Tres efficaces, ils posseédent un large spectre d’action. Les fongicides organiques
représentent un groupe important de molécules dont la structure chimique est variée. Parmi

les principaux il y &

Les carbamates
> Les dérivés de I'acide carbamique et benzimidazolés: A partir des années 1970,
I'introduction du groupe des benzimidazolés a révolutionné le traitement de nombreuses
maladies des plantes. Ce groupe comprend le bénomyl, le thiophanate-méthyl et le

carbendazime. Les benzimidazolés inhibent la mitose du champignon.

> Les dérivés de l'acide thiocarbamique et dithiocarbamique: Les dérivés de I'acide
thiocarbamique constituent une famille chimique trés importante. Ces fongicides ont en
commun leur absence totale de phytotoxicité, et une faible écotoxicité. On trouve dans

cette famille: le mancozébe, e manébe, e propinebe, le zinebe et le zirame.
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> Les dithiocarbamates. Ont une action inhibitrice sur la respiration des champignons.

Ce groupe est surtout représenté par le thirame (Periquet, 2004).

Les dérivés du phénol

Ce groupe chimique, proche des dérivés du benzene est assez restreint. Son principal
représentant est le dinocap qui agit sur larespiration. Le dinocap est phytotoxique (Periquet,
2004).

Les dicarboximides
> Les phtalimides : Ces molécules ont une action sur la respiration du champignon. Les

principaux représentants sont le captane et le folpel.

> Les imides cycliques: Ces molécules causent des désordres dans les cellules du
champignon spécialement quand celui-ci croit et se multiplie. L'iprodione, le

procymidone et la vinchlozoline sont les plus utilisés (Periquet, 2004).

Les amides et amines
> Les anilide: Les fongicides de cette classe ont une action sur les Basidiomycetes. IIs
inhibent la respiration du champignon par inhibition de la succinate déhydrogéenase. Le
carboxine et le flutolanil sont utilisés pour le traitement des plants et des semences, le

meépronil sert au traitement du sol et des parties aériennes de lalaitue ou de la scarole.

> Les phénylamides : Cette classe, qui comprend le bénalaxyl utilisé dans le traitement
des parties aériennes de la tomate et de |I'oignon contre le mildiou, et le métalaxyl pour
traiter par exemple les parties aériennes des carottes contre la maladie de la bague ou de
la tache ou sur les parties aériennes du cornichon ou du concombre contre le mildiou
(Periquet, 2004).

Les inhibiteurs de la biosynthéese des stérols

Cette classe de fongicides agit sur les cellules du champignon en inhibant la synthése des
stérols. Ils ont un effet sur les attagues dues aux ascomycetes, aux basidiomycetes et aux

champignons imparfaits maisils n‘ont pas d'activité sur les Oomycetes (Periquet, 2004).
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Les anilinopyrimidines
Ce groupe comprend le cyprodinil et le pyriméthanil utilisé contre le développement de la
pourriture grise au niveau des parties aériennes du fraisier. Leur mécanisme d'action est
encore mal connu. (Milling et Richardson, 1995), rapportent que le pyriméthanil inhibe la
secrétion d'enzymes hydrolysantes et (Masner et al., 1994) gqu'il est possible qu'ils inhibent la

biosynthéese de la méthionine.

Les méthoxyacrylate et fongicides apparentés

Ces produits ont été développés a partir de substances naturelles secrétées par des
champignons de foréts. Le mode d'action de ces anti-fongiques est I'inhibition de la chaine
respiratoire du cytochrome b/c1.Ce groupe est composé de |'azoxystrobine, du krésoxim-

méthyl, de la picoxystrobine et de latrifloxystrobine (Periquet, 2004).
2.2. Les insecticides

Trois plus grandes familles auxquelles appartiennent les insecticides organiques de synthese

sont:
2.2.1. Les organochlorés

Les organochlorés sont des insecticides qui contiennent du carbone, de I’hydrogéne et des
atomes de chlore. Ces sont les insecticides les plus anciens méme s’il persiste actuellement

peu de substances actives encore autorisées (Periquet, 2004).

Les diphényls aromatiques

Groupe d’organophosphorés les plus anciens comprennent le DDT, le DDD, le dicofol et le
méthoxychlore. Le DDT est probablement le plus connu des organochlorés, tant par rapport a
son efficacité en tant qu’insecticide dans le controle des vecteurs de la malaria ou de la fiévre
jaune par exemple, qu’a cause de sa rémanence et de ses effets nocifs sur les especes non
cibles. Son mécanisme d’action n’a jamais été clairement établi. Le lindane, ou isomére g de
I’hexachlorocyclohexane, a également été longtemps utilisé dans de nombreux pays. C’est un
insecticide neurotoxique dont les effets sont foudroyants. Il est encore utilisé dans de

nombreux produits antiparasitaires a usage vétérinaire (Periquet, 2004).
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Les cyclodiénes

Sont apparus aprés la seconde guerre mondiale. Parmi les formulations les plus connues et
répandues on retrouve le chlordane, I’aldrine, la dieldrine, I’heptachlore ou I’endosulfan par
exemple. Ces insecticides agissent en bloquant les récepteursH GABA neuronal. La plupart
des cyclodienes sont des insecticides persistants, stables dans les sols et peu
photodégradables. A cause de leur caractére persistant, les cyclodiénes tels que le chlordane,
I’heptachlore ou I’aldrine ont été utilisés dans les sols, a des quantités assez élevées de
maniere a pouvoir assurer une protection contre ces insectes pendant pres d’une cinquantaine
d’années (Periquet, 2004).

Les polychloroterpénes

Dont le toxaphéne est le plus connu sont des insecticides dont le mode d’action est proche de
celui des cyclodiénes. Le toxaphéne est relativement persistant dans les sols, mais savolatilité
est un atout. De plus, il est peu toxique pour les mammiferes et les oiseaux chez qui il est
rapidement métabolisé ; par contre il présente une toxicité importante chez les poissons
(Periquet, 2004).

2.2.2. Les organophosphorés

Les organophosphorés sont des pesticides utilisés en milieu agricole comme
insecticides. Ils appartiennent a la famille chimique des anticholinestérasiques. Ce sont des
esters de |'acide phosphorique dont les noms de substances actives sont le plus souvent
identifiables par leur terminaison en "phos’ ou en "thion". Les organophosphorés pénetrent
dans la plante et ont soit une action de surface et ne sont pas véhiculés dans la plante, soit un
effet systémique et diffusent dans la plante. Au niveau de l'insecte, la pénétration des
organophosphorés peut se faire par contact, digestion ou inhalation. Ce sont des molécules
neurotoxiques qui bloquent [I’activité enzymatique des acétylcholinestérasesH. Les
organophosphorés sont tres toxiques pour les vertébrés et la plupart des substances actives

sont chimiquement instables.
On retrouve trois grands groupes d’organophosphorés :

- les organophosphorés aliphatiques tels que le malathion, le diméthoate ou le dichlorvos.
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- les dérivés phényls tels que le parathion, le méthylparathion ou le profenofos et qui sont

généralement plus stables que leurs congénéres aliphatiques.

- les hétérocycles dont le chlorpyriphos, e méthidathion et e phosmet font partie (Periquet,
2004).

2.2.3. Les carbamates

Ce sont des insecticides derivés de I’acide carbamique, qui agissent en inhibant
I’activité enzymatique de I’acétylcholinestérase. Le carbaryl est le carbamate le plus utilisé en
raison de son spectre d’action trés étendu pour les contrbles des insectes et en raison de sa
faible toxicité chez les mammiféres. Le carbofuran, I’aldicarbe, le carbosulfan ou encore le

fénoxycarbe sont également des carbamates largement utilisés (Periquet, 2004).

Les pyréthrinoides de synthése
IIs agissent sur le systeme nerveux central et périphérique des insectes. On les considere donc

comme des poisons axoni ques.

Ce sont des insecticides particuliérement efficaces, dont I'utilisation est trés répandue, tant
dans le domaine agricole qu'en milieu domestique (Periquet, 2004).

2.3. Les herbicides

Par souci de simplicité, les herbicides seront traités en fonction de leur mode

d'application et de leur mode d'action.

2.3.1. Les herbicides appliqués au niveau foliaire

Les régulateurs de croissance
Les substances actives de ces composés affectent la croissance des plantes en agissant sur la
synthése des protéines et la division cellulaire. En fait ces herbicides vont entrainer une
croissance anormalement rapide des plantes pour arriver a leur senescence. Les substances

activesles plus connues et utilisées sont le 2,4-D, le dichloprope et le 2,4,5-T par exemple.
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Les inhibiteurs de la synthese d’acides aminés
Parmi les herbicides qui atérent la synthése d'acides aminés aromatiques on retrouve le
glyphosate qui est un herbicide de contact employé en post-levée sur les plantes annuelles,

bisannuelles ou vivaces, les graminées...(Periquet, 2004).

Les destructeurs de la membrane cellulaire
Les bypiridilium et les diphényl esters sont les deux principales familles d'herbicides qui
altéerent la membrane cellulaire, pénétrent dans le cytoplasme. Parmi les substances actives
qui agissent ainsi on retrouve le paraguat, le diguat ou le fomesafen (Periquet, 2004).

Les inhibiteurs de la photosynthése
Les herbicides de la famille des triazines et des phénylurées agissent en interférant avec la
photosynthese ; les triazines et empéchent le transport des éectrons, tandis que les
phénylurées bloquent les réactions de photophosphorylation. L'atrazine, la simazine, la
cyanizine ou encore le diuron et le linuron entrent dans cette catégorie d'herbicides.
Responsables de stress oxydant. Parmi |es substances actives qui agissent ainsi on retrouve le

paraquat, le diquat ou le fomesafen (Periquet, 2004).

2.3.2. Les herbicides appliqués au niveau du sol

Les inhibiteurs de la division cellulaire
Certains herbicides de la famille des dinitroanilines (dinitrobenzenamines) comme la
trifluraline, la prodiamine ou la pendiméthaline agissent en inhibant les éapes de division
cellulaire responsables de la séparation des chromosomesH et de la formation de la paroi
cellulaire au niveau des racines de la plante. Les conséquences étant un nombre de racines
trop faible pour pouvoir correctement assurer la nutrition de la plante.
D’autres herbicides de la famille des thiocarbamates (butylate, cycloate...) et de lafamille des
amides substituees (alachlore, métolachlore...) agissent en interférant avec la division
cellulaire des tissus méristématiques, ils agissent donc sur les plantules apres absorption
racinaire et empéchent I'évolution vers la plante adulte (Periquet, 2004).

Les destructeurs de pigments
Le clomazone ou la norflurazon agissent sur les plantes en détruisant la chlorophylle, ce qui

empéche ensuite la plante de pouvoir réaliser correctement la photosynthese (Periquet, 2004).
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3. Utilisation des pesticides
Des pesticides sont utilisés :
En agriculture

Pour détruire ou combattre les ennemis des cultures. En effet, afin de conserver des cultures
saines, les agriculteurs menent une lutte incessante contre les insectes, champignons et
maladies des plantes, ains que contre les mauvaises herbes qui les privent d’une partie de
I'eau, des matieres nutritives et de la lumiére dont ont besoin les végétaux. Ceci permet donc
une production agricole de qualité constante et la maitrise des ressources alimentaires. Des
pesticides sont également utilisés pour les traitements des produits stockés tels que : les
semences ou les céréales conservées dans les silos qui peuvent étre altérés par des
moisissures, des champignons ou encore détruits par certains insectes ; les fruits dont la
conservation doit garantir les qualités sanitaires, gustatives et organoleptiques (Periquet,
2004).

En sylviculture

Lors de la production du bois pour limiter I'action des insectes et champignons, lors d'actions
de désherbage pour préparer le terrain forestier, dégager les coniféres, par exemple, ou encore
détruire toute espece nuisible au développement d'essences forestieres. Le stockage du bois
avant commercialisation et utilisation nécessite également |'emploi de fongicides et

d'insecticides pour limiter toute altération (Periquet, 2004).
Pour le désherbage des zones non cultivées

Des voies ferrées, des clotures, des lignes de transport de I'énergie, des allées de jardins
publics, des pelouses ou encore des abords des plans d'eau de loisirs, carrieres...(Periquet,
2004).

Pour le traitement

De bétiments d'élevage, de matériel de stockage et de transport animaux, de matériel de
laiterie ou encore de matérid vétérinaire. L'utilisation d'insecticides, de bactéricides et de
nématocides permet de garantir I'état sanitaire des batiments d'élevage ; des pesticides sont
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utilisés pour éviter toute prolifération de champignons, levures, bactéries et virus au niveau du

matériel de laiterie et des instruments a usage vétérinaire (Periquet, 2004).
Pour le contréle de la santé humaine mondiale

Est la lutte contre les vecteurs de maladies telles que la malaria ou le typhus, avec I'utilisation
dinsecticides efficaces permettant d'enrayer les épidémies. Nombre dinsecticides sont
également utilisés dans la vie courante pour la lutte contre les espéces commensales telles que
les blattes ou les mites, ainsi que contre les fourmis ou les moustiques (Periquet, 2004).

4. Les problématiques de I’utilisation des pesticides

Les pesticides sont des substances dont les propriétés physiques, chimiques et
biologiques permettent de détruire ou de limiter le développement et la croissance
d’organismes vivants. Ce ne sont donc pas des substances anodines et leur mise en ceuvre doit
nécessairement étre soumise a des réegles strictes d’utilisation. Celle-ci est ainsi confrontée a
plusieurs problématiques en relation avec les aspects technologiques des traitements, la
pollution de I’environnement, la sécurité de la manipulation et la sécurité alimentaire (Calvet,
2005).

4.1. Les aspects technologiques

Il est néanmoins utile de souligner une caractéristique technologique importante de
I’application des pesticides ; il s’agit de leur formulation. En effet, les propriétés physiques
des matieres actives et les quantités utilisées imposent de ne pas les appliquer seules mais
associées a divers agents de formulation pour en faciliter la manipulation (particuliérement
pour les substances trés peu solubles dans I’eau), obtenir la plus grande efficacité possible et
la meilleure sécurité d’emploi. Peu de substances actives sont appliquées sans adjuvants,
comme le soufre micronise par exemple. Les agents de formulation permettent de diluer les
matieres actives pour pouvoir les épandre plus facilement ; ils permettent aussi de les mettre
sous forme de suspensions ou d’émulsions selon leur état physique et de les conditionner sous
des formes solides d’emploi plus commode. Etant donné qu’elles peuvent avoir une influence
sur le devenir des pesticides dans le sol. Une caractéristique notable des pesticides, est la
tendance a I’application de quantités de matieres actives de plus petites pouvant atteindre

quelques dizaines de grammes a I’hectare. Cette évolution nécessite des préparations et des
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matériels de traitement adaptés, ce qui génere évidemment de nombreux problémes

technol ogiques (Calvet, 2005).
4.2. La pollution de I’environnement

Il existait, en 2001, environ 800 matieres actives (IFEN, 2003). Ces nombres évoluent

continuellement en raison de I’arrivée sur le marché de nouveau produit.

En rédlité, il est inévitable que certains pesticides soient présents plus ou moins longtemps
dans I’air, les eaux et les sols, Le passage dans I’atmosphere est étudié depuis assez peu de
temps et les données sont encore peu nombreuse. L’essentiel a récemment été publié et
montre que divers pesticides peuvent se trouver dans I’air a des concentrations parfois non

négligeables et étre transportés sur des grandes distances (Bedos et al., 2002).

Les eaux marines littorales ne sont pas épargnées et les analyses effectuées sur des moules et
des huitres montrent la préséance de composeés organochlorés aors que leur usage est interdit.
Cela est probablement dO a leur grande persistance dans les sols. Bien que la plupart des
pesticides transitent par le sol, il apparait un réel transfert vers les eaux, ce qui nécessite, ala
fois, la surveillance des ressources en eaux et I’application de critéres de potabilité et de

qualité écologique (Calvet, 2005).
4.3. Les problemes toxicologiques et éco-toxicologique

L es pesticides sont plus ou moins toxiques al’égard de I’lhomme qui peut les absorber par
contact (voie cutanée et voie oculaire), inhalation (voie respiratoire) ou ingestion (voie
digestives). Des informations sur leur classement et sur les caractéristiques de leur toxicité
ainsi que les références bibliographiques ont é&é récemment rassemblées et publiées (Conso et
al. 2002). L’existence de cette toxicité impose de limiter voire d’éviter leur présence dans les
aliments ains que le respect de régles strictes de manipulation. Des limites maximales de
résidus ont été définies a ce propos et ont fait I’objet de textes réglementaires pour leur
définition et I’évaluation des risque pour la santé (directive 91/414/CEE ; Codex
Alimentarius (FAO et WHO, 2004)). Elles ne concernant que les produits frais et non les
produits transformés (Conso et al., 2002). Par ailleurs, les personnes qui manipulent des
pesticides doivent observer un minimum de regles de protection lors de la préparation des

produits et des matériels, pendant et apres les traitements (Cietap, 2003).
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L’homme n’est pas le seul ére vivant a subir les effets des pesticides, les autres organismes
animaux et végétaux sont également exposés. Les études toxicologiques ont surtout été
menées sur les milieux aquatique et des criteres d’écotoxicité ont été définis pour les agues,

les poissons et |es micro-crustacées (Sdqgpv, 2002 ; Echaubard, 2002).

Enfin il faut signaler d’autres problemes liés a I’utilisation des pesticides. Il s’agit des
modalités de stockage et de transport ainsi que de I’élimination des produits non utilisés, des
emballages et des eaux usées provenant du nettoyage des appareils de traitement. Toutes ces
operations font I’objet de recommandation et de dispositions |égislatives (Fagot et Larrat,
2002).
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Matériel et méthodes

1. Echantillonnage

Les échantillons de sol et de racines que nous avons utilisés dans ce projet, ont été
collectés en mars 2017, a partir de sites situés sur les champs cultivés de petits pois (Figure
1), dans la région de Héliopolis au Nord de Guelma. L’échantillonnage a été réalisé a partir
de la rhizosphére de Pisum sativum, dont trois plantes saines sont choisies aléatoirement, a
I’aide d’une tariére les racines sont enlevées de la terre, apres le sol qui est bien attaché aux
racines est récupéré aseptiquement dans des sacs stériles. Les racines des trois plantes sont

aussi récupérées (Figure 2).

Tous les échantillons sont transférés au laboratoire et ce sont conservés a 4°C jusqu’a leur
utilisation.

Figure 1 : Champ cultivé de petits pois

Figure 2 : Plante de petit pois

23



Chapitre 11 Matériel et Méthodes

2. Caractéristiques de I’échantillonnage
Le tableau ci-dessous resume quelques caracteristiques sur I’échantillonnage utilisé

Tableau 1: Caractéristiques de I’échantillonnage

pH du sol 8,05

Espéce Pisum Sativum
Nom vernaculaire Petits pois
L’age de la plante 12 semaines
Longueur delaplante 100 cm
Longueur desracines 20cm

3. Produits et milieux de culture

» Lesmilieux de culture utilisés sont :
- Gelose nutritif pour I’étape de dénombrement.
- YMA et Luria-Bertani (LB) pour I’isolement des bactéries endophytes et le
repiquage des souches bactériennes testées.
- Bennett et Olson pour I’isolement des actinomycetes endophytes.
- LB bouillon + tryptophane employer pour le test de la production des auxines.
- Bouillon nutritif pour la conservation des souches.
- Pikovskaya (PVK) pour le test de solubilisation du phosphate.

> Pesticide: L’herbicide utilisé dans notre étude est constitué principalement de 75% de
Sulfosulfuron(N-[[(4,6-dimethoxy-2-pyrimidinyl)amino] carbonyl]-2-ethyl sulfonyl
imidazo[ 1,2a] pyridine-sulfonamide), ce dernier est utilisé pour la protection de blé
contre plusieurs mauvais herbes principalement les Monocotylédones, Dicotylédones,
Brome, Phalaris, Raygras, Chiendent, Gaillet, Mouron, Matricaire et Crucifere (Healy,
2004).
Le sulfosulfuron est un herbicide sélectif qui est absorbé par les feuilles et les racines
des plantes, une fois il se propage a l'intérieur, il inhibe la biosynthése des acides
aminés et par conséquence il empéche la division cellulaire et la croissance des
plantes. Malgré son absorption par les plantes, un grand pourcentage de cette matiére
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chimique se trouve dans le sol, dont son accumulation peut influencer les parametres
biotiques et abiotiques du sol.

> Les disques d’oxydase.
> GaleriesAPI : API Staph, APl 20Ne.

4. Etude de I’effet de pesticide sur la viabiliteé et I’activité microbienne

4.1. Mesure de I’activité enzymatique par hydrolyse de I’FDA

La mesure de I’hydrolyse de I’FDA, ou fluorescéine di-acétate, est une méthode qui
permet de mesurer I’activité enzymatique globale d’un échantillon de sol. Le principe repose
sur I’apport de FDA dans le milieu de vie des microorganismes qui, sous l’action de
différentes enzymes hydrolytiques microbiennes (Lipases, protéases, estérases...), va étre
hydrolysé et va libérer de la fluorescéine. La quantité de fluorescéine libérée va étre mesurée
grace aux propriétés de fluorescence de cette molécule par spectrophotométrie. Plus
I’intensité de fluorescence est importante, plus I’activit¢ FDA hydrolase est importante et
donc de maniere genérale, plus I’activité microbienne dans I’échantillon analysé est élevée
(Osswald, 2012).

L’analyse de I’activité microbienne a été réalisée selon les étapes suivantes :
» 4 g de chaque échantillon de sol ont été placés dans 100 ml de tampon phosphate de
sodium a 60 mM (pH 7,6) dans des flacons de 250 ml, puis des quantités croissantes
de pesticide ont été gjoutées de fagcon a obtenir des concentrations de: 0, 3, 4, 5, 6, 7,
8, 9, 10 (ug/ml). Ensuite les flacons sont placés dans une étuve agitatrice avec une

vitesse de 120 tour/min a une température ambiante pendant une nuit.

> Apres, 10mg de I’FDA a été gjoutée dans chague flacon, qui ont ensuite été placés
dans I’étuve agitatrice une autre fois pour une nuit a 24°C. Une fois retiré de |’ étuve,
50ml d'acétone a été ajouté immédiatement pour mettre fin ala réaction. Le contenu a
ensuite été transféré dans les tubes Falcon et centrifuger a 4000 tour/min pour 10 min.
Le surnageant de chaque échantillon était récupérés et I’absorbance est mesuré a 490

nm dans un spectrophotométre < Jenway 6305 >.

> Les résultats sont révélés a I’aide d’une courbe étalon réalisé par la fluorescéine

(Voir annexe 2).
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4.2. Dénombrement des cellules bactériennes

Le dénombrement a été réaisé a partir des flacons utilisés pour le test précédent.
Exactement apres la premiere etape. Avant I’adition de I’FDA, un ml est préleve
aseptiqguement et est utilisé pour préparer des dilutions décimales dans I’eau physiologique
stérile (9%o).

A partir des dilutions (10°, 107, 10®, 10°) 50 pl a été étalé par un rateau sur la surface d’une

gélose nutritive, les boites de Pétri sont ensuite incubées a 30°C pendant 24 h.

Les résultats sont révélés par comptage des colonies et multiplication par le volume et le

facteur de dilution utilisé.

Chaqgue colonie (grande et petite) est soigneusement comptée (en utilisant un compteur de
colonies grossissantes si nécessaire). Chague colonie représente une "unité formant une
colonie" (CFU).

Le nombre de microorganismes présents dans I'échantillon d'essai particulier est déterminé en

utilisant laformule:
UFC/ ml = CFU x facteur de dilution x 1/ aliquote

Pour des comptages preécis, le comptage optimal doit se situer dans la plage de 30 a 300
colonies/ plague. Pour assurer une plague comptable, une série de dilutions doit étre faite.

5. Isolement et étude des activités des bactéries endophytes

5.1. Isolement et purification des bactéries endophytes

Les racines de plantes sont utilisées pour isoler les bactéries endophytes (Figure 3), ces
derniers sont d’abord:

Lavés a I’eau de robinet pour éiminer e reste du sol.

Désinfectés en surface en les submergeant dans une solution d’eau de Javel diluée a

1/3 pendant 5 min.

26



Chapitre 11 Matériel et Méthodes

Rincés 5 fois avec de I’eau distillée stérile pour éliminer le reste d’eau de Javel et cela

sous des conditions aseptiques.

A ce stade une des racines a été dépose dans une boite de Pétri contenant la gélose nutritive,
afin de vérifier la pureté de la surface des racines.

Le reste des racines ont été broyés dans 10ml d’eau distillée stérile a I’aide du pilon et du

mortier bien désinfecté.

Le mélange obtenu a été mise en agitation pendant 15 min pour détacher les bactéries. Puis
des boites contenant les milieux de culture ont été ensemencées par 50l de la solution. Afin
de récupérer le maximum de souches, quatre milieux de culture différents sont utilisés, il

s’agit des milieux: Luria-Bertani, YMA, Bennett et Olson.

Les boites sont ensuite incubées a 30°C pendant 24 h pour Luria-Bertani, YMA et 5 jours

pour Bennett et Olson.

Les isolats obtenus sont purifies sur le méme milieu d’isolement et sont ensuite conservés a -
20°C.

Figure 3 : Isolement des bactéries endophytes a partir des racines

5.2. Test de solubilisation de phosphate sur milieu solide

La capacité des bactéries isolées a solubiliser le phosphate inorganique a été testée
selon la méthode décrite par pikovskaya (Hatim, 2015). La composition du milieu de culture

est citée dans I’annexel.

Le principe de cette méthode est de mettre la souche bactérienne en contact avec le phosphate
inorganique sous forme Cag(PO,), qui est insoluble dans le milieu, aprés la croissance
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bactérienne, I’apparition d’un halo clair au tour de la colonie indique la solubilisation de
Ca;g(PO4)2.

Les souches bactériennes sont ensemenceées sur le milieu pikovskaya par spot. Les boites sont
incubées pendant 4 jours a 30°C. Les résultats sont révélés par mesure le I’halo clair au tour

des colonies.
5.3. Caractérisation de la production d’acide indole acétique (1IAA)

IAA a été déterminé in vitro par la méthode de Salkowski Holt (Hatim, 2015). Les
cultures bactériennes ont été inoculées dans du bouillon de LB avec du tryptophane (500
pg/ml) et incubé a 30°C pour 4 jours. Les cultures ont été centrifugées a 4000 tour/min
pendant 15min. 1 ml de surnageant a été mélangé avec 2 ml de réactif de Salkowski (50 ml,
35% acide perchlorique; 1 ml de 0,5 M FeCl3) et maintenu a I’obscurité. La densité optique
(DO) a été mesurée a 530 nm apres 20 min. Les résultats sont déduits a partir d’une courbe
étalon de I’lAA (voir annexe 2).

5.4. Identification (galeries API)
Le type de la galerie Api est choisi d’apres les resultats des tests suivants :

- Coloration de Gram.
- Test d’oxydase (Figure 4).

Figure4 : Test d’oxydase
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> Lagaerie API Staph comporte 20 microtubes contenant des substrats déshydratés. Les
microtubes sont inoculés avec une suspension bactérienne réalisée dans APl Staph
Medium qui reconstitue les tests. Les réactions produites pendant la période
d'incubation se traduisent par des virages colorés spontanés ou révelés par I’addition
de réactifs. La lecture de ces réactions se fait a |'aide du tableau de lecture et
I'identification est obtenue a l'aide du catalogue anaytiqgue ou d'un logiciel

d'identification.

> Lagaderie APl 20 NE comporte 20 microtubes contenant des substrats déshydratés.
Les tests conventionnels sont inoculés avec une suspension bactérienne saline qui
reconstitue les milieux. Les réactions produites pendant la période dincubation se
traduisent par des virages colorés spontanés ou révélés par I'addition de réactifs. Les
tests d'assimilation sont inoculés avec un milieu minimum et les bactéries cultivent
seulement s elles sont capables d'utiliser le substrat correspondant. La lecture de ces
réactions se fait a l'aide du tableau de lecture et I'identification est obtenue a l'aide du

catalogue analytique ou d'un logiciel didentification.
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Résultats et discussion

1. Etude de I’effet de pesticide sur la viabilité et I’activité microbienne

1.1. Mesure de I’activité enzymatique par hydrolyse de I’FDA

Les résultats de dosage de I’hydrolyse de I’FDA sont résumés dans la (Figure 5),
selon ces résultats la concentration de la fluorescéine est située entre 52,69 et 89,11ug/ml,
d’aprés cette figure, I’activé microbienne révélée par la concentration de la fluorescéine
augmente avec I’augmentation de la concentration de pesticide jusqu'a un maximum de
89,11ug/ml enregistrer pour la concentration 6 mg/ml de pesticide, aprés I’activité

microbienne diminue.

L’activité microbienne dans ce test est liée en effet a I’activité de plusieurs enzymes
(Protéase, Lipase, Estérase...) sur ’FDA qui libére la fluorescéine de couleur verte (Figure
6) de se fait I’augmentation de la concentration de la fluorescéine dans le milieu est liée a une
augmentation dans I’activité enzymatique et par conséquent dans I’activité microbienne cette
augmentation peu étre attribuer a une dégradation de pesticide pendant les 24 heures de
contact avec la microflore rhizosphérique, la diminution de I’activité apres la concentration

6mg/ml signifie que la quantité de pesticide devient létale et réduit I’activité microbienne.

100,000 -
90,000
80,000
70,000
60,000
50,000
40,000 -
30,000 -
20,000 -
10,000 -

0,000 T T . . .

Fluorescéine en ug/g de sol

Concentration de I'herbicide mg/ml

Figure5: Dosages de I’hydrolyse de I’'FDA
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Figure 6 : Liberation de lafluorescéine

(Kucharski et Wyszkowska, 2008) ont étudié les effets de I'herbicide Apyros 75 WG sur
I'activité des enzymes du sol. La contamination des sols par Apyros 75 WG affecte
I'équilibre microbiologique du sol, car il perturbe la multiplication de certains groupes

microbiens et inhibe |'activité des enzymes du sol.

Ces différents effets des pesticides sur les microorganismes du sol peuvent résulter des
différentes structures chimiques de la substance active ou de la tol érance des microorganismes
a ces produits. Les pesticides, pour certains microorganismes, peuvent représenter un
nutriment ou une source d'énergie appropriée, mais a une certaine concentration peuvent étre
toxiques et par conséguence ils provoquent des troubles du métabolisme cellulaire, ce qui peut
toucher méme la diversité microbienne (Crouzet et al., 2010; Singh et Goshal, 2010).

1.2. Dénombrement des cellules bactériennes

Les résultats de I’effet de pesticide sur la croissance microbienne sont présentés sur la
(Figure 7), selon ces résultats la croissance microbienne est située entre 6,50.10"°UFC/ml et
2,48.10UFC/ml, d’aprés cette figure, la biomasse microbienne augmente avec
I’augmentation de la concentration de pesticide jusqua un maximum de 2,48.102UFC/ml
enregistrer pour la concentration 6mg/ml de pesticide, aprés la biomasse microbienne diminue
(Figure 8) ou le nombre de colonies devient inferieur au nombreinitial. Plusieurs travaux ont
rapporté I’inhibition de la croissance microbienne par I’utilisation des pesticides (Demenaou
et al., 2004; Ratcliff et al., 2006).
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Laréduction de la population bactérienne apres traitement avec des herbicides a également été
trouvée par (Bacmaga et al.,2012).

3,00E+12
2,50E+12
2,00E+12
1,50E+12
1,00E+12

5,00E+11 -
0,00E+00 , , . — ,
J) 2 4 6 8 10
Concentration de I'herbicide en mg/ml

Nombre de bacteries (UFC/ml)

-5,00E+11

Figure 7 : Effet de pesticide sur la croissance microbienne

Figure 8: comparaison entre I’effet la concentration 0 et 6mg/ml de pesticide sur la croissance
microbienne

Selon la (Figure 9), I’activité et la biomasse microbienne sont bien proportionnel,
I’augmentation de la biomasse microbienne est suivie par une augmentation de l'activité
microbienne jusqu'a une concentration de 6mg/ml, au dela la concentration de la fluorescéine
et la biomasse microbienne diminues. Ces résultats montrent la grande capacité de la flore
rhizosphérique a tolérer la présence de cet herbicide et indirectement on peut constater sa
dégradation a travers l'augmentation de la biomasse et I'activité simultanément. Brar et al
(2006) a révélé le role de la flore microbienne du sol a dégrader le sulfosulfuron, ou il a
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montré que le sulfosulfuron a une demi-vie de 120 jours dans un sol stérilisé et seulement 93

jours dans un sol non stérilisé.

200,000 - »—FDA (1g/e) -~ 3,00E+12
180,000 - —fl—bactérie (UFC/ml - 2,50E+12
160,000
140,000 - 2,00E+12
120,000 - 1,50E+12
100,000
80,000 - 1,00E+12
60,000 - 5,00E+11
40,000
- 0,00E+00
20,000 -
0,000 . . . . -5,00E+11
0 2 4 6 8 10

Figure 9 : Effet de pesticide sur la viabilité et I’activité microbienne
2. |solement et étude des activités des bactéries endophytes

2.1. Isolement et purification des bactéries endophytes

Le nombre de souches bactérienne récupérées a partir de chaque milieu est résumée
dans le (Tableau 2), selon ce tableau un total de 9 souches est récupérées, ou aucune
croissance a été enregistrée sur le milieu Olson et Bennett ce qui signifie I’absence de la
croissance des actinomycétes. En fait les bactéries endophytes sont des bactéries qui
colonisent les racines de plantes et selon ces résultats les bactéries filamenteuse ne sont pas
capables de coloniser les racines de Pisum sativum, cela peut étre di a la grande compétition
entre les différentes espéces bactériennes dans la rhizosphére de la plante qui est cultivée sur
un terrain agricole, en réalité I’infection des racines par les bactéries filamenteuses est plus
observée dans des sols des zones arides dont les actinomycetes sont plus nombreuses

comparativement aux autres bactéries non sporulantes (T ableau 2).
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Tableau 2 : Isolement et purification des bactéries endophytes

Milieu LB YMA Olsen Bennett
Nombrede
05 04 0 0
souches

2.2. Solubilisation de phosphate par les bactéries endophytiques

Les résultats de test de solubilisation de phosphate par les bactéries endophytiques
sont résumées dans le (Tableau 3), selon ces résultats seulement 3 souches sont capables de
solubiliser le phosphate inorganique avec un maximum d’halo de 7 mm pour I’isolat SHGL5
(Figure 10).

En rédité la solubilisation de phosphate inorganique est due soit a une action enzymatique
soit a la production des acides organiques qui solubilisent le phosphate en réduisant le pH du
milieu, les deux processus sont exprimées principalement lors du mangque du phosphate
organique ou du phosphate assimilable, |a faible solubilisation par les bactéries endophytes
isolées peut étre attribuée al'apport des engrais phosphates au terrain agricoles ce qui diminue

I’aptitude de ces bactéries a solubiliser le phosphate.

Tableau 3 : Diamétres de solubilisation de phosphate par bactéries endophytiques

Souches Diamétre (mm)
SHGL4 5
SHGLS5 7
SHGL6 3
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Figure 10 : Solubilisation de phosphate par |es bactéries endophytiques

Les résultats obtenus au cours de ce test concordent avec plusieurs travaux précédents qui ont
démontrés la capacité des bactéries rhizosphériques de solubiliser les phosphates (Hatim,
2015).

La capacité de solubilisation de phosphate par des endophytes a également été rapportée dans
plusieurs variétés de cultures (Palaniappan et al., 2010). De méme, (M ufti et al., 2015) a
récemment signalé des capacités de solubilisation du phosphate de différents isolats
endophytiques, y compris|'espéce A. tumefaciens qui a une activité maximale (Hatim, 2015).

2.3. Caractérisation dela production d’acide indole acétique (IAA)

Les résultats de quantification de la production de I'lAA en présence de tryptophane
sont résumés dans la (Tableau 4), et la (Figure 11). Sur les neufs isolats une concentration
maximale de 52,22 pg/ml est enregistrée pour la souche SHGLO.

Tableau 4 : Quantification de la production de I’indole acétique acide

Souches IAA (ug/ml)
SHGL 1 21,74
SHGL 2 4,92
SHGL 3 3,57
SHGL 4 20,71
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SHGL 5 31,19
SHGL 6 4,52
SHGL 7 34,36
SHGL 8 27,69
SHGL 9 52,22

Figure 11 : Mise en évidence de la production de I'lAA

Au sein de la rhizosphére, presque 80% des bactéries sont capables de produire les
hormones de croissance des plantes, dont I’lAA est le plus reconnu. Le L-tryptophane est
considéré comme le précurseur parce gque son adjonction est nécessaire a la production. Les
exsudats racinaires sont une source naturelle de L-tryptophane pour la microflore de la
rhizosphére (Dastager et al., 2010). La quantité d’IAA produite par nos isolats concorde avec
les résultats de (Mezaache, 2012). En effet, (Naik et Sakthivel, 2006), ont suggéré que
I’induction de la production d’IAA est probablement due a I’induction d’enzymes clé
impliquées dans la biosynthese d’IAA (Oberhandli et al., 1991; Garcia de Salmone €t al.,
2001). Aingl, selon (Mirza et al., 2001; Mishra et al., 2010), la production de cette hormone
est influencée par les conditions de culture, le stade de croissance et par la disponibilité du
substrat dans le milieu. L’absence de production chez certaines souches (2, 3, 6) serait peut
étre liée a la perte de I'information génétique et du mécanisme physiologique de la
biosynthese de I’lAA (Hatim, 2015).
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Chapitre VI Résultats et discussion

2.4. | dentification des bactéries endophytiques

Selon nos résultats (Tableau 5) les bactéries a Gram- sont plus abondantes (8
souches) a I’intérieur des racines comparativement aux bactéries & Gram+ (Figure 12). Du
point de vue morphologique la forme en Cocci est plus abondante comparativement a la

forme en bacille.

Afin de choisir le type de la galerie API le test de I’oxydase est réalisé, selon le résultat de ce

test presgue la moitié des souches sont capables de produire I’oxydase.

Tableau 5 : Identification des bactéries endophytiques

Souches Gram Morphologie Oxydase
SHGL 1 - Coque +
SHGL 2 - Bacille +
SHGL 3 - Coque -
SHGL 4 - Coccabacille +
SHGL 5 - Coque -
SHGL 6 + Coque -
SHGL 7 - Coque -
SHGL 8 - Bacille +
SHGL 9 - Coque +
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Chapitre VI Résultats et discussion

Coque Gram+ Coccobacille Gram-

Coque Gram- Bacille Gram-

Figure 12: Observation microscopique des bactéries endophytiques (X1000)

Les résultats de I’identification par le systeme API 20 Ne et API Staph sont résumésdansle
tableau ci-dessous. (T ableau 6), selon les résultats obtenus les endophytes isol ées

appartiennent aux plusieurs genre bactérien.

Tableau 6 : L’identification par le systtme API Ne et API Staph

Test API Souche Especeidentifié

APl 20 NE SHGL2 Aeromonas hydrophila (99,2%)

APl 20 NE SHGL4 Chryseobacterium indologenes
(97,7%)

APl 20 NE SHGLS8 Sphingomonas paucimobilis
(45,4%)

APl 20 NE SHGL9 Pseudomonas luteola (90,3%)

API Staph SHGL6 Staphylococcus capitis
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Chapitre VI Résultats et discussion

Selon la littérature le nombre et la nature des bactéries endophytiques dépend de la plante
étudiée donc indirectement de la nature des exsudats racinaires qui stimulent et favorisent

I'infection des racines.

Dans une autre étude réalisée par (Chen T et al., 2014) sur les bactéries endophytiques
isolées a partir du gingembre, 248 bactéries endophytiques sont obtenus dont plusieurs isolats
appartiennent aux genres. Aeromonas sp, Pseudomonas sp et Chryseobacterium sp. De méme,
dans d'une autre étude réalisée sur 20 isolats, les genres Pseudomonas, Chryseobacterium, et
Sphingomonas sont identifiés parmi les endophytes en utilisant le systéme API. (Bo Song,
Laura G. Leff., 2004).
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Conclusion et Perspectives

La rhizosphére est la région du sol directement formée et influencée par les racines et
les micro-organismes associés. Cet environnement particulier comprend une microflore
microbienne qui inclut autant des micro-organismes bénéfiques que pathogenes. En effet,
I’ensemble de ces bactéries bénéfiques regroupées sous le terme générique de rhizobactérie,
joue un role important dans la croissance et I’amélioration des espéces végétales par divers
effets. Certaines agissent par effet direct, d’autres favorisent la croissance des plantes de fagon
indirecte (PGPR). Par sa richesse naturelle, la rhizosphere est donc un nouveau continent a
explorer. Le présent travail a comme objectif d'étudier I'effet de I'Apiros, herbicide contenant
75% de sulfosulfuron, sur la flore rhizosphérique de Pisum sativum par mesure de I'activité
enzymatigue et e dénombrement des cellules microbiennes. D'autre part, une deuxieme partie
sest focalisée sur l'isolement et I'identification des bactéries colonisant les racines de cette

plante et I'étude de leurs capacités a produire I'lAA et a solubiliser le phosphore.

Selon les résultats obtenus, apres un contact de 24 heures avec le pesticide, I'activité
enzymatique et la biomasse microbienne augmente avec |'augmentation de la concentration
de pesticide jusgu'a une concentration de 6 mg/ml, ce qui signifie la dégradation de cette
molécule (sulfosulfuron) par la microflore rhizosphérique, aprés cette concentration une

diminution est observée pour les deux paramétres étudiés.

L'isolement des bactéries endophytiques a donné neufs souches qui appartiennent
principalement aux bactéries a Gram négatif. Seulement trois souches sont capables de
solubiliser le phosphate inorganique, quant a la production de I’lAA est observee chez six
souches avec un maximum de 52,22 ug/ml. Les souches isolées appartiennent principal ement

au genre : Pseudomonas, Chryseobacterium et Sohingomonas.
Auterme de ce travail, plusieurs perspectives semblent nécessaires aréaliser :

- Isoler les souches rhizosphériques les plus prometteuses pour la dégradation de

sulfosulfuron.

- Etude de la capacité des souches endophytiques a dégrader |e sulfosulfuron.

- Etude de la dégradation de sulfosulfuron par le sol rhizosphérique des autres plantes en

comparai son avec nos résultats.
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Annexe |

Composition des milieux de culture

» Géosenutritif (g/l) :

Extraitde viande................o.coo i, 1g
Extraitdelevure..................ceeeein2,5 0
Peptone..........coooiiii 59
Chlorurede sodium.......................... 59
AQar.. i 209
Eaudistillée............ccooiviiiiiinn, 1000 ml
PH=7
> Yeast Mannitol Agar (YMA) (g/l) :

Mannitol ..........ccoeevieniereee e 10g
KoHPOS oo 059
NaCl ..o 0,109
MQSO4 7H20 ... 0249
D’extrait de levure .......ccoovveveveeveciee 05¢g

AQar... e 159

Eau distillée.................................1000 ml
PH=7

» Luria-Bertani (LB) (g/l) :

Peptone..........ccceiiiiii e 10 @
Extrait delevures.........ccccoveveiviiiiieiie e, 59

Agar....c.ooviiiiiii e 1D 0
Eau distillée................................1000 ml
PH=7.2

> Bennett (g/l)

GlUCOSE ...t e, 109

Extraitdelevure............coovevviiiniinin, 29
Extrait de viande 1g
Peptone.........coooii i 29
AQar.. i 209
Eaudistillée..........coovviiieinnnne 1000 ml

PH=7,3
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» Olson (g/l):

Sodium Cas€ine........ccoveverviiviinaieeenennn 29
L-aspargine..........coveiveiienieieiine, 0,19
Sodium propionate................eeueee.n. 49
KoHPO . i, 059
FESO . . ivvit i 0,01lg
AQar... oo 109
Eau distillée......cccooevvineerene 1000 ml
PH=7,2

» LB bouillon + tryptophane (g/l) :

Peptone.........ccovviiiiiiiiiiiiiiieee 10
Extraitde levures.............cooevevinnnnn. 59
NaCl............oeeeiviee 059
Tryptophane.............oooiiiiiiiinn, 0549
Eau distillée.............................1000mI
PH=7,2
> Pikovskaya (PVK) (g/l) :

GlUCOSE..... i, 109
(O O © ) 59
(NHg) 2S04 v 059
NaCl ....oooviiiinl0, 29
MgSO4 7HO......cccevviviiiiviiee 01 g
Extraitdelevure..............ccoveeeennn. 059
MNSO4 HoO...ooveeeeeee e 0,002 g
FESO4 TH0....ccieeeeee e, 0,002 g
AQal .. 159
Eaudigtillée.........ccoovvviiiiiiinn, 1000 ml

PH=7,3



Annexell

Courbe d’étalonnage de la fluorescéine

La courbe d’étalonnage est réalisée a partir d’une solution mére de fluorescéine d’une
concentration de 50 pg/ml. L absorbance est Mesurée a 490 nm dans un spectrophotometre

<JENWAY 6305>.
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Annexell

Courbe d’étalonnage de I’indole acétique acide

La courbe d’étalonnage est réalisée a partir d’une solution mere de I’indole acétique
acide d’une concentration de 50 pg/ml. L’absorbance est mesurée a 490 nm dans un

spectrophotomeétre <JENWAY 6305>.
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Résumeé

Le présent travail a pour objectif I’étude de I’effet de pesticide (Sulfosulfuron) sur la
viabilité et I’activité enzymatique de la rhizosphere de Pisum sativum d’une part, et d’autre
part I’isolement et l'identification des bactéries endophytes colonisant les racines de cette
plante. L’activité enzymatique est étudiée par la dégradation de la fluorescéine di-acétate
(FDA), le denombrement des bactéries viables est reéalise sur gelose nutritive. L’isolement
des endophytes est réalise par I'utilisation de différents milieux, I'identification est réalisée
par le systeme Api 20Ne et Api Staph. La production de I'indole acétique acide est quantifiée
dans un bouillon LB additionné de tryptophane, alors que la solubilisation de phosphate est
observée sur le milieu de Pikovskaya. Selon les résultats obtenus, aprés un contact de 24
heures avec le pesticide, I'activité enzymatique et la biomasse microbienne augmente avec
['augmentation de la concentration de pesticide jusqu'a une concentration de 6 mg/ml, ce qui
signifie la dégradation de cette molécule (sulfosulfuron) par la microflore rhizosphérique,
apres cette concentration une diminution est observée pour les deux parametres étudiés.
L'isolement des bactéries endophytiques a donné neufs souches qui appartiennent
principalement aux bactéries & Gram négatif. Seulement trois souches sont capables de
solubiliser le phosphate inorganique, quant a la production de I’lAA est observée chez six
souches avec un maximum de 52,22 ug/ml. Les souches isolées appartiennent principal ement

au genre : Pseudomonas, Chryseobacterium et Sohingomonas.

Mots clés: Rhizosphere, Sulfosulfuron, Pisum sativum, Bactéries endophytes, FDA.




Summary

The aim of this work on the one hand is to study the effect of pesticide (Sulfosulfuron)
on the Viability and enzymatic activity of the rhizosphere of Pisum sativum, and on the other
hand the isolation and identification of endophytic bacteria colonizing the roots of this plant.
The enzymatic activity is studied by the degradation of the fluorescein diacetate (FDA), the
viable bacteria count is carried out on nutrient agar. Isolation of the endophytes is carried out
by the use of different media; the identification is carried out by the Api 20 Ne and Api Staph
system. The production of indole acetic acid is quantified in an LB broth supplemented with
tryptophan, while the solubilization of phosphate is observed on Pikovskaya medium.
According to the results obtained, after 24 hours of contact with the pesticide, the Enzyme
activity and microbial biomass increases with increasing of pesticide concentration to a
concentration of 6 mg / ml, which means degradation of this molecule (sulfosulfuron) by the
rhizospheric micro flora. After this concentration a decrease is observed for the two
parameters studied. The isolation of endophytic bacteria has given nine strains that mainly
belong to Gram negative bacteria. Only three strains are able to solubilize the inorganic
phosphate, while the production of the IAA is observed in six strains with a maximum of
5222 pyg / ml. The isolated strains belong mainly to the genus. Pseudomonas,

Chryseobacterium and Sphingomonas.
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