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RESUME 

Ce travail porte sur la recherche des bactéries productrices de métabolites 

d’intérêt agricole. Dans cette optique, la souche bactérienne nommée J16, a été isolée à 

partir d’un sol agricole rhizosphérique de la wilaya de Bejaïa (Algérie) et a été identifiée 

comme Dietzia sp. (Actinobactérié). Cette souche a montré plusieurs activités d’intérêt 

agricoles, elle produit de l’ammoniac et hydrolyse la cellulose, l’amidon, la chitine et 

les tweens 20 et 80 contrairement à l’urée et la caséine. Sa croissance est faible sur le 

milieu Jensen dépourvu de toute source d’azote. Pour la résistance aux métaux lourds, 

cette souche pousse dans des concentrations allant jusqu’à 1,5mM pour le CoSo4, 

K2Cr2O2 et PbCl2. Pour le CdSO4 et le HgSo4, la croissance de Dietzia sp. est inhibée 

en présence de faibles concentrations (0,5mM). Cet isolat solubilise le phosphate 

inorganique et produit des sidérophores. Dietzia sp. produit de l’acide indole acétique 

(AIA) avec un maximum de 39 µg/ml après 40 heures d’incubation, la quantité de 

l’AIA diminue en prolongeant le temps d’incubation (32,5 µg/ml après 120h 

d’incubation).     

Mots-clés : Dietzia, métabolites d’intérêt agricole, solubilisation du phosphate, 

sidérophores, AIA (Acide indole acétique).  
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ABSTRACT 

The aim of this work is to look for bacteria producing metabolites with agricultural 

impact. In this context, the bacterial strain named J16 was isolated from an agricultural 

rhizospheric soil (Bejaia-Algeria), it was identified as Dietzia sp. (Actinobacteria). This 

strain showed several activities of agricultural interest, it produces ammonia; hydrolyses 

cellulose, starch, chitin, tween 20 and 80. But, casein and urea are not hydrolyzed. The 

strain growth is very weak on Jensen's medium devoid of any nitrogen source. 

Concerning the resistance to heavy metals, this strain is resistant to concentrations up to 

1.5 mM for CoSO4, K2Cr2O2 and PbCl2. For CdSO4 and HgSO4, the growth of 

Dietzia sp. is inhibited by low concentrations (0.5 mM). This isolate solubilizes 

inorganic phosphate and produces siderophores. Dietzia sp. produces indole acetic acid 

(IAA) to a maximum of 39 g / ml after 40 hours of incubation, the amount of IAA 

(Indole acetic acid) decreases by extending the incubation time (32.5 micrograms/ml 

after 120 hours of incubation). 

Key-words: Dietzia, metabolites of agricultural interest, phosphate solubilization, 

siderophores, IAA (Indole acetic acid). 

 

INTRODUCTION 

La diversité énergétique et métabolique qui caractérise le domaine des Eubactérie est 

très remarquable. Ces Microorganismes sont placés à la base de la pyramide écologique 

et impliqués dans la formation du sol. Ils jouent aussi un rôle crucial dans le recyclage 

de la matière organique (Lecointre & Le Guyader, 2006). Leurs métabolites secondaires 

présentent une source incontournable de composés divers, impliqués dans plusieurs 

domaines : industriel, médical et agricole (Donadio et al., 2002).  

Actinobacteria est un phylum regroupant des bactéries gram-positifs avec une haute 

teneur en G+C (Ventura et al., 2007), dans lequel se trouve la famille des Dietziaceae, 
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une famille monogénérique, qui comporte un seul genre ; Dietzia (Ludwig et al., 2012). 

Le genre Dietzia est proposé pour la première fois par Rainey et al., en 1995, dont 

l’espèce type est Dietzia maris, avant, était classée dans le genre Rhodococcus, sous le 

nom de Rhodococcus maris.  

Le genre Dietzia est largement distribués dans l'environnement (Koerner et al., 2009), il 

a été isolé à partir de l'air, sol, sédiments lacustres, boue de la mer, tissus végétaux, peau 

et intestins de la carpe (Rainey et al., 1995b). Egalement, certaines espèces ont été 

isolées à partir des cas cliniques, c’est le cas D. maris et D. papillomatosis (Koerner et 

al., 2009). Quelques espèces de ce genre dégradent les polluants, en plus peuvent servir 

comme outil biotechnologique pour assurer une bonne qualité des produits alimentaires 

(Gharibzahedi et al., 2013).  

       Comme l'impact négatif des systèmes agricoles sur l'environnement deviennent 

évident, la production durable des produits agricoles gagne un intérêt croissant 

(Wichem, 2007), de ce fait, la communauté scientifique est attirée par les pratiques 

agricoles durables (Kannapiran & Sri Ramkumar, 2011), parmi ces pratiques, c’est de 

favoriser la prolifération des micro-organismes bénéfiques qui stimulent la croissance 

des plantes (Hirsch et al., 2013). Ces microorganismes peuvent avoir des fonctions 

d’ordre agricole et environnemental importantes, même pour ceux qui se trouve en 

faible proportion dans le sol (Beattie, 2007).  

Dans ce contexte, cette étude est proposée dans le but d’envisager quelques métabolites 

d’intérêt agricole de notre souche. Cette étude s’inscrit dans le cadre de développement 

agricole durable. 

 

MATERIEL ET METHODES 

La souche nommée J16 a été isolée à partir d’un sol agricole rhizosphérique (Bejaïa, 

Algérie) (Nabti et al., 2014). 
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Caractérisation morphologique des colonies  

Les caractéristiques culturelles de la souche sont obtenues après réalisation d’une série 

de dilutions, puis à partir de chaque dilution 0,1ml sont ensemencés dans des boites de 

Pétri contenant le milieu Luria-Burtani agar (LB). L’incubation est réalisée à 30°C 

jusqu’à apparition des colonies (Naiman et al., 2009). 

 

Identification biochimique 

Quelques tests biochimiques ont été réalisés à savoir : la catalase (Li et al., 2009) ; la 

coloration de Gram (Cappuccino & Sherman, 1998) ; l’oxydase, Voges-Proskauer et 

Rouge de méthyle (Holding & Collee, 1971) ; la réduction de nitrate (Gordon & Mihm, 

1957) ; production de H2S (Küster & Williams, 1963) et production d’indole (Clarke & 

Cowan, 1952).  

 

Identification moléculaire 

L’ADN de haut poids moléculaire de l’isolat J16 est extrait en utilisant le kit 

FastDNA® SPIN pour sol (MB Biomedicals) selon le protocole du fabricant. Des 

fragments du gène codant pour l'ARNr-16S sont amplifiés par PCR en utilisant les 

amorces 616F (5’ AGA GTT TGA TYM TGG CTC AG 3’) et 630R (5’ CAK AAA 

GGA GGT GAT CC 3’) correspondant aux positions nucléotidiques 8-27 et 1528-1544 

sur l’ADNr-16S  d’E. coli (Juretschko et al., 1998). 

L’amplification est vérifiée sur électrophorèse sur gel d’agarose horizontale standard 

suivie d’une coloration au bromure d'éthidium standard. Les produits d'amplification ont 

été purifiés en utilisant le gel NucleoSpin
®
 et la PCR Clean-up (Macherey und Nagel) 

selon le protocole du fabricant. Les produits de PCR purifiés ont été séquencés 

directement avec un séquenceur automatisé ABI-Prism-377 (Applied Biosystems, 

Darmstadt, Allemagne) en utilisant le kit de séquençage Big-Dye-Terminator (Applied 

Biosystems, Darmstadt, Allemagne). 
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Les séquences du gène codant pour l’ARNr-16S obtenu à partir des clones sont ajoutées 

à une base de données existante, contenant des séquences de gène de la petite sous-unité 

ARNr (SILVA, version 108) (Pruesse et al., 2007) à l'aide d’un outil d'alignement 

rapide intégré dans le programme ARB (http://www.arb-home.de) (Ludwig et al., 

2004). Les séquences sont lues selon les chromatogrammes et les alignements sont 

ajustés manuellement par comparaison des positions homologues de séquences 

apparentées. Le calcul d'arbre est réalisé en appliquant les méthodes de maximum de 

vraisemblance, maximum de parcimonie, et voisin d'assemblage en utilisant des outils 

respectifs intégrés dans le programme ARB. 

 

Métabolites d’intérêt agricole et résistance aux métaux lourds 

Quelques métabolites d’intérêt agricole sont recherchés, à savoir l’uréase (Christensen, 

1946), la cellulase (Carrim et al., 2006), la protéase (Gordon et al.,  1974), l’amylase 

(Vinoth Raj, 2009), la chitinase (Kopečný et al., 1996), les estérases (Rudek, 1978), la 

production d’ammoniaque (Laslo et al., 2011). 

La croissance sur milieu Jensen (Thompson, 1989) et la résistance aux métaux lourds 

(CoSo4, HgSo4, K2Cr2O2, PbCl2 et CdSO4) (Hookoom & Puchooa, 2013) ont fait aussi 

testés. 

 

Solubilisation de phosphate inorganique 

La solubilisation de phosphate tricalcique est étudiée sur milieu Pikovskaya, composé 

en g/l, de : Glucose (10) ; Extrait de levure (0,5) ; Ca3 (PO4)2 (5) ; (NH4)2SO4 (0,5) ; 

NaCl (0,2) ; MgSO4.7H2O (0,1) ; KCl (0,2) ; MnSO4.H2O (0,002); FeSO4.7H2O (0,002) 

et agar (15), (pH= 07). Le milieu est passé à l’autoclave, après refroidissement, il est 

réparti dans des boites de Pétri  puis ensemencé par la méthode des disques. 

L’incubation est effectuée à 28°C pendant 05 jours (Jang, 2006; Harrison et al., 1972). 

 

http://www.arb-home.de/
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Production de sidérophores 

L’agar-CAS est préparé à partir de quatre solutions stérilisées séparément avant de les 

mélanger. La solution de Fe-CAS (solution 1) est préparée en mélangeant 10 ml de 

FeC13.6H2O 1 mM (dans HCl 10 mM) avec 50 ml d'une solution aqueuse de CAS (1,21 

mg / ml). Le mélange résultant est ajouté lentement, sous agitation constante, à 40 ml 

d'une solution aqueuse d'HDTMA (1,82 mg/ml). Le mélange est ensuite autoclavé. La 

solution tampon (solution 2) est préparée en dissolvant 30,24 g de PIPES dans 750ml 

d'une solution saline contenant 0,3 g de KH2PO4, 0,5 g de NaCl, et 1,0 g de NH4C1. Le 

pH est ajusté à 6,8 avec du KOH à 50%, et de l'eau distillée est ajoutée pour ramener le 

volume à 800 ml. La solution est autoclavée après avoir ajouté 15 g d’agar. La solution 

3 contenant la composition suivante /70 ml d'eau distillée : 2 g de glucose ; 2 g de 

mannitol ; 493 mg MgSO4.7 H2O ; 11 mg de CaCl2 ; 1,17 mg MnSO4.H2O ; 1,4 mg 

H3BO3 ; 0,04 mg CuSO4.5H2O ; 1,2 mg ZnSO4.7H2O et 1,0 mg Na2MoO4.2H2O. La 

solution 3 autoclavée, refroidie à 50°C puis additionnée de la solution tampon. 30 ml de 

cas-amino-acides 10% (p/v) (solution 4) stérilisés par filtration. La solution (1) est 

ajoutée en dernier lieu, avec une agitation suffisante (Alexander & Zuberer, 1991). 

 

Production de l’acide indole acétique (AIA) 

La production d’AIA est étudiée sur milieu LB (g/l) : tryptone (10); extraits de levure 

(5); NaCl (5); eau distillée (1000), (pH7,5) puis autoclavé. Le milieu est supplémenté 

avec de L-tryptophane stérilisé par filtration d’une façon à obtenir une concentration 

finale de 0,1%. Le milieu est réparti dans des tubes stériles (03 ml/tube). Après 

incubation à 28°C. 1ml est récupéré pour être centrifugé à 9 500xg/2min, le surnageant 

obtenu est mélangé avec le même volume de réactif de Salkowski (1 ml de FeCl3 à 0,5 

mol/L et 49 ml de HClO4 à 35%). La quantification est effectuée à une longueur d’onde 

de 530 nm après 30s de l’ajout de réactif de Salkowski (Gumiere et al., 2014). Une 
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courbe d’étalonnage de l’AIA est préparée pour estimer la quantité d’AIA produite. 

 

RESULTATS ET DISCUSSION 

Après 5 jours d’incubation sur LB, les colonies observées sont circulaires avec un diamètre 

compris entre 1 à 2 mm, d’une couleur orange et une bordure bien définie et homogène, convexe, 

sans diffusion de pigment dans le milieu, non visqueuse. L’isolat J16 est un Gram positif avec des 

cellules en forme cocci et bacille. La plupart des cellules présentent une division en serpentine et 

une forme V, ces deux aspects sont répondus chez le genre Dietzia. La souche J16 est positive 

pour catalase, oxydase, nitrate réductase et production de H2S, et elle est négative pour les tests 

VP, RM et la production d’indole. Dans le tableau I nous présentons quelques caractères 

phénotypiques et biochimiques de la souche J16 en comparaison avec d’autres espèces du genre 

Dietzia. 

 

Identification moléculaire  

Les séquences du gène d’ADNr-16S obtenues ont subi un alignement puis analysées phylo-

génétiquement par les méthodes de distance-matrices et de maximum de vraisemblance, menant à 

l'arbre phylogénétique présenté dans la Figure 2. La souche J16 appartient à la classe des 

actinobactéries. Elle présente des similitudes de 99,6% avec les souches : Dietzia cinnamea 

(NR_042390), Dietzia cinnamea (AJ920289) et Dietzia sp. E9_2, AF481211. 

 

Figure 1 : (a) la souche J16 observée sous microscope photonique (OPTICA Axion 

2000) après coloration de Gram, (b)  Aspect des colonies J16. 
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Tableau I : Quelques caractères phénotypiques et biochimiques de la souche J16 en 

comparaison avec d’autres espèces du genre Dietzia. 

Espèces Couleur des colonies 
Hydrolyse de 

l’urée 

Réduction de 

nitrate 

Production de 

H2S 

0 Orange - + + 

1 Orange foncé ND ND ND 

2 Orange foncé - ND ND 

3 Rose foncé - + - 

4 Orange rougeâtre + - - 

5 Rouge doux + - + 

6 Rose doux + - + 

7 rouge - + + 

8 Orange foncé + + - 

9 Jaune + + ND 

10 Orange-jaune - - - 

11 Orange + + ND 
 

Souches: 0 :  J16; 1 :  D. aurantiaca JCM 17645T; 2 :  D. aerolata Sj14aT ; 3 : D. schimae YIM 65001T (Kämpfer et 

al, 2012); 4 : D. cercidiphylli YIM 65002T; 5 : D. psychralcaliphila ILA-1T; 6 : D. natronolimnaea CBS 107.95T; 7 : 

D. kunjamensis K30-10T; 8 : D. maris DSM 43672T (Li et al., 2008) ; 9 : D. cinnamea IMMIB RIV-399T (Yassin et 

al. 2006); 10 : D. papillomatosis N 1280T (Jones et al., 2008); 11 : D. lutea (Li et al., 2009). +, Positive; -, négatif; 

ND: non déterminé. 

 

Figure 2 : Position phylogénique de l’isolat. Le Dendrogramme basé sur le calcul 

maximum de vraisemblance. La Barre indique 10% de divergence de séquence. 
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Métabolites d’intérêt agricole  

La souche J16 s’est révélée productrice d’ammoniaque, elle hydrolyse la cellulose ; 

l’amidon ; la chitine et les tweens 20 et 80, par contre, elle est négative pour l’urée et la 

caséine. Cette souche montre une faible croissance sur milieu Jensen. Les 

microorganismes qui présentent plusieurs activités biologiques d’intérêt agricoles, 

pratiquement, peuvent faire l’objet bio-fertilisant, pour cela les essais enzymatiques 

jouent un rôle crucial dans le cadre de criblage microbien (Sicard & Reymond, 2006). 

Plusieurs enzymes extracellulaires peuvent exister dans le sol, parmi ces enzymes 

largement exploitées on peut citer : la cellulase, la chitinase, la phosphatatse et la 

ligninase (Shi, 2011). Ces activités enzymatiques génèrent une source énergétique 

importante pour la microflore rhizosphérique. D’autres activités sont recherchées tels 

que la chélation de fer et principalement la production de l’AIA.  

 

Résistance aux métaux lourds 

Après 05 jours d’incubation, on note que la résistance de Dietzia Sp. diffère d’un métal 

lourd à un autre avec une résistance maximale de 1,5mM pour le CoSo4, K2Cr2O2 et 

PbCl2. Par contre, pour le CdSO4 et le HgSo4, la croissance de Dietzia Sp. est inhibée 

par la plus faible concentration (0,5mM) (tableau II). 

 

Tableau II : Résistance de Dietzia Sp. aux différentes concentrations de métaux  lourds. 

Concentration des métaux 

lourds (mM) 
CoSo4 HgSo4 K2Cr2O2 PbCl2 CdSO4 

0,5 + - + + - 

1 + - + + - 

1,5 + - + + - 

2 - - - - - 

2,5 - - - - - 

3 - - - - - 
       (+) Présence de croissance. (-)  Absence de croissance. 

 

Les cations de métaux lourds jouent un rôle important en tant que `` oligo-éléments'' 
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dans les réactions biochimiques (Nies, 1999). Ils sont stables et non dégradables, et par 

conséquent, ils ont tendance à s'accumuler dans le sol (Chopra et al., 2009). Cependant, 

à des concentrations plus élevées, les ions métalliques forment des composés complexes 

non spécifiques dans la cellule, ce qui conduit à des effets de toxicité. Ainsi, la 

concentration intracellulaire d'ions de métaux lourds doit être étroitement contrôlée 

(Nies, 1999). 

Les bactéries peuvent montrer des résistances remarquables pour, pratiquement, tous les 

ions métalliques qui se trouvent dans le sol (Ji & Silver, 1995). Ces métaux peuvent être 

rencontrés dans les sols agricoles à des concentrations élevées, par conséquent, la 

fraction vivante du sol peut être affectée. De ce fait, une bactérie d’intérêt agricole qui 

présente une résistance à ces éléments est avantageuse. La connaissance de la résistance 

bactérienne aux métaux, ainsi que leurs concentrations dans les sols agricoles présente 

une approche capitale dans la réussite de l’inoculation bactérienne in vivo. 

 

Solubilisation de phosphate inorganique 

La figure 3 montre une zone claire autour de la colonie de Dietzia Sp. due à la 

solubilisation de phosphate inorganique. Par ailleurs, le phosphore est connu comme 

l’un des minéraux nutritifs, le plus souvent, limitant la croissance des plantes (Vessey, 

2003). Dans le sol il existe deux sortes de phosphate, le phosphate organique et 

inorganique, généralement sous des formes insolubles, ce qui réduit sa disponibilité 

pour les plantes (Rodriguez et al., 2006). C’est la raison pour laquelle une bactérie qui 

présente un pouvoir de solubilisation de phosphate est importante. Plusieurs 

microorganismes solubilisent le phosphate, dont les deux espèces Penicillium 

aurantiogriseum et Pseudomonas sp. (PI18/89) présentent une capacité de solubilisation 

très élevée (Illmer & Schinner, 1995). 
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Figure 3 : Solubilisation du phosphate inorganique par Dietzia Sp. 

 

Production des sidérophores 

Le test de production de sidérophores s’est révélé positif après 4 jours d’incubation. Il 

se traduit par la présence d’un halo orange doré autour de la colonie (Figure 4).  

 

Figure 4 : Production de  sidérophores par Dietzia Sp. sur le  milieu  CA-S. 

La détection des sidérophores est effectuée par la méthode CAS, ce test est devenu un 

outil universel pour l'analyse des sidérophores (Raaska et al., 1993). La taille des halos 

oranges dorés qui apparait autour des colonies indique l'activité des sidérophores totale 

(Karuna Gokarn et al., 2010) et la quantité de fer chassée. Ce test est basé sur l'échange 

compétitive de Fe
3+

 à partir d'un indicateur coloré, chrome azurol-S (CAS) (Raaska et 

al., 1993). 

La chélation de fer par les bactéries ou champignons est un caractère très recherché et 

présente un intérêt considérable en agriculture. Cette activité assure d’une part une 
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source de fer assimilable par la plante et d’autre part assure une compétition avec les 

agents phytopathogènes surtout les champignons, un caractère recherché dans le 

biocontrôle des agents phytopathogènes (Miethke & Marahiel, 2007).  

 

Production de l’acide indole acétique (AIA) 

Les résultats obtenus pour la production d’AIA sont illustrés dans la Figure 5.                 

 

Figure 7 : Production de l’AIA par Dietzia Sp. 

On note que la production d’AIA augmente en fonction du temps, après 40 heures la bactérie 

atteint une production maximale de 39 µg/ml, en augmentant la durée d’incubation (après 120 

heures), la quantité d’AIA diminue jusqu’à 32,5µg/ml.  

En plus du phototropisme, l’AIA est impliqué dans le contrôle de la croissance des  fruits, de 

la dominance apicale, de l’élongation des  tiges et de nombreux  processus  mettant  en jeu  la 

division et la différenciation cellulaires. L’AIA est connu pour déclencher  les divisions du 

favoriser l’apparition des racines adventives sur les boutures  tout en inhibant  leur élongation 

(Karabaghli et al., 1997). Le tryptophane est le précurseur de biosynthèse d’AIA chez les 

plantes et les microorganismes (Patil et al., 2011). Au niveau de la rhizosphère, la production 

de l’AIA par les microorganismes est effectuée à partir des exsudats racinaires. Selon les 
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niveaux de production de l’AIA, on distingue deux groupes microbiens : les microorganismes 

produisant des quantités modérées et ceux qui produisent des quantités élevées tel que 

Pseudomonas sp. As-17 (106 µg/ml) et Bacillus sp. MiR-4 (92,7 µg/ml) (Ali et al., 2009).  

La réponse des plantes à l’AIA exogène peut avoir des effets bénéfiques ou des effets 

délétères (Lambrecht et al., 2000), sachant que dans plusieurs expériences, l’apport de 

l’auxine à des concentrations supérieures à celles de la normale, montre que cet apport peut 

être considéré comme un stress (Hopkins, 2003 ; Liu et al., 1982). Selon ces résultats on 

distingue des bactéries qui catabolisent l’AIA à partir d’une concentration donnée, c’est le cas 

de Dietzia sp., et d’autres bactéries tel que Pseudomonas putida 1290 (Leveau & Lindow, 

2005), alors que pour d’autre bactéries, le catabolisme de cette substance peut être absent et la 

surproduction peut avoir lieu dans la rhizosphère. La diminution de l’AIA dans le milieu 

après 60 heures d’incubation, peut être expliquée par la production d’une enzyme qui dégrade 

l’AIA. L’étude du métabolisme de l’AIA par les microorganismes destiné la bio-fertilisation 

présente une démarche importante afin de savoir l’effet des microorganismes sur la 

disponibilité de l’AIA présent dans le sol et son implication dans la régulation de cette 

hormone dans le cas d’une surproduction par la microflore rhizosphérique. La sélection d’un 

bio-fertilisant avec une production modérée en AIA constitue un paramètre important pour 

assurer un état équilibré de la physiologie végétale. 

 

CONCLUSION 

Cette étude consiste à mettre en évidence quelques propriétés d’intérêt agricole de notre 

souche J16, identifiée phylo-génétiquement comme une actinobactérie (Dietzia Sp.). Selon les 

tests effectués in vitro, on constate que Dietzia Sp. produit la majorité des métabolites 

d’intérêt agricole recherchés, dont les plus importants sont la solubilisation de phosphate 

inorganique, la production de sidérophores et l’acide indole acétique (AIA). Dietzia Sp. 

catabolise l’AIA après une concentration donnée, cette capacité de dégrader l’AIA peut 
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constituer de notre souche un une actinobactérie ayant des caractères de stimulation de la 

croissance des plantes.  
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