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Résumé

Les bactéries rhizosphériques sont parmi les organismes qui vivent et se développent en
quantité dans les régions autour des racines; elles ont un effet actif sur la croissance du végetal,
et sont qualifiées de PGPR (Plant Growth-Promoting Rhizobacteria).Ces bactéries sont
utilisees dans divers applications biotechnologiques, y compris industrielles, aspects
pharmaceutiques, agricoles et environnementaux.

Ce travail a pour objectifs d’isoler et d’identifier les bactéries rhizosphériques non
fluorescentes a partir de quatre échantillons de sol de la rhizosphére du palmier dattier au niveau
de la région de Kenadsa située a la wilaya de Béchar.

Une collection de 30 isolats ont ét¢ sélectionnés apres 1’isolement réalis¢ par la méthode
des suspensions-dilutions. L’éventuelle non fluorescence a été révélée en éclairant la boite de
du milieu King B contenant la culture bactérienne de chaque isolat avec la lampe a UV.

Ces souches ont fait objet d’une caractérisation biochimique comme la coloration de
Gram, oxydase, catalase et I’indole et une évaluation de I’activité PGPR par des tests
enzymatiques comme la recherche de I’amylase et la péctinase ainsi que la sensibilité aux
antibiotiques vancomycine, ryfamycine et boldo Florine. La coloration de Gram a permis de
distinguer 26 souches a Gram positif et 4 souches a Gram négatif.

Cette recherche nous a permis de constater une diversité des bactéries révélée par les
résultats des différents tests étudiés. Ces souches appartenant aux différents genres probables a
savoir : une dominance de genre Bacillus12 souches, 5 souches de Arthrobacter, 4 souches de
Chromobacterium, 1 souches deklebsiella,2 souches du genre Azospirillum et Azotobacter,
4souches de Micrococcus.

Les résultats obtenus dévoilent que les souches Arthrobacter spp., Micrococcus,
Bacillus spp., Klebsiella spp. Et Azosporillum spp. Ont la capacité de produire ’amylase. De
plus, nous avons constaté aussi 1’activité pectinolytique chez la majorité des souches des
genres : Arthrobacter, Chromobacterium, Micrococcus, Bacillus, Azotobacter et Azosporillum
dont les genres ayant la meilleure aptitude enzymatique sont Arthrobacter, Bacillus et
Azosporillum.

Enfin, ce travail a révélé I’aptitude des souches Chromobacterium spp., Micrococcus
spp., Bacillus spp., Azosporillum spp., Arthrobacter spp. de résister aux antibiotiques
vancomycine et boldo Florine, Ces bactéries possédent une sensibilité vers la rifamycine sauf
le genre Bacillus spp. Qui résiste aux 3 antibiotiques. Ces rhizobactéries sont exploitables pour
des perspectives biotechnologiques diverses.

Mots clés : Rhizosphere, bactéries rhizosphériques (PGPR), palmier dattier, bactéries
non fluorescentes.
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Summary

Rhizospheric bacteria are among the organisms that live and develop in quantity in the
regions around the roots; they have an active effect on the growth of the plant, and are
qualified as PGPR (Plant Growth-Promoting Rhizobacteria). These bacteria are used in
various biotechnological applications, including industrial, pharmaceutical, agricultural and
environmental aspects.

The objectives of this work are to isolate and identify non-fluorescent rhizospheric
bacteria from four soil samples from the date palm rhizosphere in the Kenadsa region located
in the Bécher wilaya. A collection of 30 isolates were selected after the isolation carried out
by the suspension-dilution method. The possible non-fluorescence was revealed by
illuminating the box of King B medium containing the bacterial culture of each isolate with
the UV lamp. These strains were subjected to biochemical characterization such as Gram,
oxidase, catalase and indole staining and an evaluation of PGPR activity by enzymatic tests
such as the search for amylase and pectinase as well as sensitivity to the antibiotics
vancomycin, rifamycin and bold Florine, Gram staining made it possible to distinguish 26
Gram-positive strains and 4 Gram-negative strains.

This research allowed us to observe a diversity of bacteria revealed by the results of
the various tests studied. These strains belonging to the various probable genera namely: a
dominance of the genus Bacillus 12 strains, 5 strains of Arthrobacter, 4 strains of
Chromobacterium, 4 strains of Micrococcus 2 strains of the genus Azospirillum and
Azotobacter and 1 strain of klebsiella.

The results obtained reveal that the strains Arthrobacter, Micrococcus, Bacillus,
Klebsiella and Azosporillum have the ability to produce amylase. In addition, we also found
pectinolytic activity in the majority of strains of the genera: Arthrobacter,
Chromobacterium, Micrococcus, Bacillus, Azotobacter and Azosporillum, the genera with
the best enzymatic ability of which are Arthrobacter, Bacillus and Azosporillum.

Finally, this work revealed the ability of Chromobacterium strains., Micrococcus.,
Bacillus, Azosporillum., Arthrobacter and Azotobacter. To resist the antibiotics vancomycin
and bold Florine, these bacteria have a sensitivity towards rifamycin except the genus
Bacillus which resists the 3 antibiotics. These rhizobacteria can be exploited for various
biotechnological perspectives.

Key words

Rhizosphere, rhizosphericbacteria (PGPR), date palm, non-fluorescent bacteria.
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Introduction

Les sols sont les milieux naturels qui hébergent la plus grande densité et la plus grande

diversité microbienne connues, et une faune d’une grande richesse.

La gestion durable des sols vise a préserver ce patrimoine essentiel pour I’humanité qui
n’est pas renouvelable a I’échelle de temps. Cette gestion des systémes agro €cologiques qui
visent a mieux valoriser la biodiversité et les interactions biotiques afin de réduire 1’utilisation

d’intrants de synthése et préserver les ressources (eau, sol, biodiversité) (Jean et al., 2017).

La croissance aérienne de la plante dépend fortement du systéme racinaire. La
rhizosphere est la zone d’échanges continue entre les racines des plantes et les communautés
microbiennes du sol. Les plantes, a travers les exsudats racinaires, attirent les micro-organismes

de la rhizosphere pour coloniser la surface racinaire et les tissus internes (Divya Kalra., 2021).

Ces micro-organismes connus sous le nom des rhizo bactéries favorisant la croissance des
plantes (PGPR) grace a plusieurs mécanismes directs et indirects, notamment la fixation
biologique de l'azote, la solubilisation des nutriments et le controle des maladies chez
différentes cultures notamment le palmier dattier. Le palmier dattier est une plante d’intérét
écologique, économique et social majeur pour de nombreux pays de vastes territoires arides.
En effet, le développement de la culture du palmier dattier en Algérie contribue durablement
contre I’insécurité alimentaire dans ces régions ou la désertification bat son plein (Mohammed

Mesnoua et al., 2022).

Les PGPR comprennent des membres des genres Acinetobacter, Aeromonas,
Arthrobacter, Azospirillum, Azotobacter, Bacillus, Chromobacterium et Enterobacter (Sadaf
Kalam et al.,2021). Les souches appartenant au genre Bacillus ont été dominantes dans les

études menées par différents chercheurs a travers le monde (Aannizet et al.,2015).

De nombreux PGPR, en produisant des phytohormones, des composés organiques volatils
et des métabolites secondaires, jouent un réle important en influencant I'architecture et la

croissance des racines (Abha Sharma., 2021).

La plupart des enzymes utilisées actuellement sont d’origine microbienne et présentent
des intéréts importants dans I’amélioration de certains procédés de fabrications tels que

I’industrie du textile, la papeterie, la dépollution, I’industrie alimentaire, etc.

Les bactéries rhizosphériques représentent 1’un des groupes producteurs de ces enzymes
d’intérét (NaidjiMeriem et al.,2020). Plusieurs études, ont démontré la capacité des bactéries
rhizosphériques a produire des enzymes extracellulaires (Alouache et Chouder,2019). Parmi
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les bactéries amylolytiques Bacillus spp. Sont largement utilisées pour la production d’alpha
amylase thermostable afin de répondre aux besoins industriels comme les espéces B. subtilis,

B. amyloliquefaciens B. stearothermophilus, B. licheniformis (Suriya et al., 2016).

Les pectinases jouent un réle important dans de nombreux processus physiologiques tels
que la maturation des fruits (Flores-Gallegos et al., 2019). Parmi les genres produisant ces
enzymes : Frankia, Azorhizobium, Paenibacillus et Brevibacillus (PoojaBhadrecha et al.,
2020). De méme, les souches Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus subtilis, et Bacillus

licheniformis sont des productrices de 1’enzyme pectinase (Ben Abdallah et al., 2018).
C’est dans cette optique que s’inscrit notre travail dont 1’objectif principal consiste a :

e Isoler et purifier des bactéries non fluorescentes a partir du sol rhizosphérique de 4
variétés du palmier dattier dans la région de kenadsa située dans la wilaya de Bechar.

e Identifier les souches par 1’étude macroscopique et des tests biochimiques et
physiologiques (catalase oxydase Nitrate réductase, oxydo-fermentation ...).

e Evaluer les activités enzymatiques des souches isolees et la sensibilité aux

antibiotiques.
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Chapitre | : synthese bibliographique

1. Palmier Dattier

1.1. Généralités

Le palmier dattier a ét¢ nomme Phoenix Dactylifera par Linné en 1734. Le genre Phoenix
dérive de Phoenix, nom du dattier chez les grecs de I’antiquité, qui le considéraient comme
I’arbre des phéniciens : dactylifera vient du latin Dactylus dérivant des grecs dactylos, signifiant

le doigt, en raison de la forme du fruit (Munier, 1973).

Le palmier dattier est une espéce monocotylédone, formant une famille unique des

Arecaceae qui comporte environ 2800 espéces reparties en 226 genres (Rival,2010).

Le genre pheenix comporte au moins douze espéces, dont la plus connue est pheenix
dactylifera dont les fruits des dattes font I’objet d’un commerce intérieur et extérieur important
(tableau I) (Espiard., 2002).

Tableau 01 : Taxonomie de Phoenix Dactylifera.

Regne Plantae

Division Magnoliophyta

Classe Liliopsida

Ordre Arecales

Famille Arecaceae anciennement appelée palmaceae
Genre Phoenix

Espéce Phoenix dactylifera (Chevalier., 1952)

1.2. Production des dattes et répartition géographique du palmier dattier

Le palmier dattier est I’une des plus importantes cultures fruitiéres des régions arides et
désertiques du Moyen-Orient, du sud d’Asie et de I’Afrique du Nord ou les conditions
agroécologiques sont favorables a son développement. Au cours des trois derniers siécles, les
dattes ont également été introduites dans de nouvelles zones de production en Australie, en
inde, en Pakistan, en Afrique en Amérique (Chao et krueger, 2007). Le dattier est cultivé
depuis au moins 5000 ans (Zohary et Hopf, 2000), les fruits constituent la principale source
de revenus et ’aliment de base des populations locales et jouent un rdle important de

I’économie, la société et I’environnement de ces pays producteurs de dattes.

Page 3



Chapitre | : synthese bibliographique

1.2.1. Dans le monde

Le palmier est parmi les espéces les plus anciennes dans les régions sahariennes dans le
monde entier, sa culture présente dans I’Afrique Méditerranéenne et au Moyen orient,
Amérique du Nord et du Sud, I’Asie et méme 1’Europe (Espagne) (Matallah., 2004).

La production mondiale de dattes est estimée entre 7 millions de tonnes par année, cela
place la datte au 5eme rangé des fruits les plus produits dans les région arides et semi arides
(Planet-scope.,2012). Les principaux pays producteurs localisé dans les régions arides de nord
de I’Afrique (Egypte, Algérie, Libye, Maroc, Tunisie, Soudan) et de Sud-ouest de L’Asie
(Arabie Saoudite, Pakistan, Emirats Arabes Unis, Oman et Jordanie) (Benlarbi, 2019). (Figure
01).

4+ Peuplement du palmier dattier

Figure 01 : Répartition géographique du palmier dattier dans le monde.
(Elhadrami I et Elhadrami A, 2009).

1.2.2. En Algérie

L’Algérie est I’un des producteurs les plus importants des dattes, avec une diversité et
une abondance. L’ Algérie est classé le 4eme producteur mondiale avec 12.5% de la production

mondiale en 2019 selon les régions et les variétés.
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La diversité génétique du palmier dattier est trés importante, la variété la plus cultivée est
deglet-Nour (datte fine) avec une excellente qualité. Mais il existe d’autre variété comme Ghers
(datte molle) ou dégela Beida (datte seche) (Algérie presse service 2018).

La superficie globale des palmiers-dattiers s’¢léve al67 663 ha en 2017, alors que les
palmiers productifs sont estimés a 15.7 millions a 18.53millions (Tableau 02).

Actuellement, la culture des palmiers dattiers dans les oasis occupe les régions situées
dans le Sud des montagnes de 1’ Atlas saharien. Elle se délimite entre la frontiére marocaine, a
I’ouest, jusqu’a la frontiere est tuniso-libyenne. Du Nord au Sud de I’ Algérie, elle s’étend des
contreforts du Sud de I’Atlas saharien a Reggana I’Ouest, Tamanrasset au centre et Djanet a

I’Est (figure 02) (Bouguedoura et al., 2015).

Tableau 02 : Le rendement de palmier-dattier en Algérie (Algérie presse service 2018).

Les variétés Le rendement
Deglet Nour 86.3 Qt/h
Deglet beida et les dattes séches 51.6 Qt/h
El Ghars et les dattes moelles 58.2 Qt/h
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Figure 02 : carte de I’ Algérie indiquant les différentes zones de culture de palmier dattier
(Bouguedoura et al., 2015) . : zones infectées par bayoud ‘ : zones non infectées.
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02. Rhizosphere

2.1. Définition

Le terme rhizosphere a été utilisé pour la premiére fois en 1904 par lorenz hiltner
(Anton et al, 2008), bactériologistes spécialistes en microbiologie de sol et professeur
d’agronomie au collége technique de Munich (Lombi et al.,2001). Ce chercheur a défini la
rhizosphére comme étant la région du sol située sous les racines des plantes soumise a leur
influence directe. C’est un lieu d’intenses échanges entre le végétal et le substrat minéral
(Marie line Faure, 2018). Du fait de sa richesse en éléments nutritifs, la rhizosphére contient
10 a 100 fois plus de micro-organismes par gramme de sol que le sol non rhizosphérique
(Severine lopez, 2018). Ainsi, cette région est considérée comme un systeme complexe,
hétérogeéne, dynamique et interactif, qui dépasse la simple notion d’interface entre le monde
vegétal et le monde minéral. La rhizosphere est la partie du sol caractérisée par divers

processus physiques, chimiques et biologiques (Michel et al.,2005).
2.2. Structure de la Rhizospheére

La rhizosphere est divisée en trois grandes composantes qui interagissent ensemble :
le rhizoplan, 1’endorhizospheére, 1’ectorhizosphere (Barea et al., 2005).

2.2.1. Rhizoplan : est considéré comme le lien entre la racine et le sol, ¢’est la surface
de la racine composée de mycélium et de colonies bactériennes fortement adhérentes
(Maougal, 2014).

2.2.2. L’endorhizosphére : C’est le site de la pénétration des champignons et des
bactéries dans les cellules parenchyme du cortex végétal, sa sécrétion est utilisée sans
provoquer la mort cellulaire (Maougal., 2014).

2.2.3. L’ectorhizosphere : représente le sol associé aux racines des plantes
(Maougal., 2014). (Figure 03).

La rhizosphere est une niche écologique abritant de nombreux micro-organismes qui

jouent un role significatif sur la santé des plantes (Geoffroy Villejoubert., 2016).

Ces microorganismes sont structurés en communautés complexes au sein desquelles

diverses interactions microbiennes existent (Lepinay, 2013).
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Endorhizosphere

Rhizoplan

Ectorhizosphere

Microorganismes

Poils absorbants

Sol

Rhizospheére

Exsudats
et mucilage

Figure 03 : Diagramme d’une racine et structure de la rhizosphére (Seshadri et al., 2015).

2.3. Microflores rhizosphériques :

Les communautés microbiennes de la rhizosphére sont constituées de micro-organismes
telluriques. Au cours de la croissance des racines des plantes, la zone d’élongation située a
I’extrémité des racines est 1égérement colonisée par les micro-organismes du sol. La densité
microbienne augmente rapidement avec 1’augmentation des exsudats racinaires (Hartmann et
al., 2009). Les exsudats regroupent les composés qui diffusent passivement du cytosol vers la
solution du sol (Nguyen, 2007). Il est estimé que 5% a 20% de tout le carbone fixé par
photosynthése est finalement transféré a la rhizosphere sous forme des produits chimiques
(Steeghs, 2004). Les exsudats racinaires contiennent des ions libérés proton (H*), les acides
organiques, 1I’oxygene et I’eau, mais ils sont principalement constitués de composés a base de
carbone. Ces composés organiques peuvent souvent étre séparées en deux classes : les composés
de faible poids moléculaire et les composés de poids moléculaire élevé (Badri et Vivanco.,
2009). La composition et la densité des micro-organismes différent d’une plante a une autre

dans le méme sol (Marschner et al., 2001).

Dans la rhizosphere, les bactéries sont les micro-organismes les plus nombreux comme
Azotobacter et Bacillus. Leur densité peut atteindre10°par gramme de sol, puis Les atteindre108
unités par gramme de sol (Bodoharisoa et al., 2007). Les actinomycétes saprophytes de sol

sont ubiquitaires et présentent une diversité métabolique. Ils sont a I’origine d’environ 75%
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d’antibiotiques naturels connus dans le monde (Zerizer et al., 2006). La densité des
champignons est estimée de 8000 — 10°unités par gramme de sol dont les genres les plus
fréquentes sont Fusarium, Penicillium (Vassilev et al., 2006). Les micro-organismes les plus
abondants dans les premiers centimetres de sol sont les Rhizobactéries généralement
compétitives capables de coloniser le systéme racinaire riche en éléments nutritifs (Peter et
al.,2015).

2.4. Les Rhizobactéries

Les bactéries du sol différent d’une plante a autre, qualitativement et quantitativement,
les racines des plantes sont capables d’attirer les micro-organismes bénéfiques comme

Azotobacter, Agrobacterium et Magnetospirillum spp.

Les tissus de la racine peuvent leurs servir d’habitat comme les mycorhizes et des
nodosités fixatrices d’azote, ainsi, certaines bactéries rhizosphériques vivent au contact direct

avec les racines et pénetrent dans les tissus rhizodermiques et corticaux (Gbatet et al., 2010).

Les exsudats racinaires influencent sélectivement la croissance des bactéries qui
colonisent la rhizosphéere en modifiant la chimie du sol avoisinant les racines servant comme
substrats de croissance sélective pour le micro-organisme de sol. Ces especes, a leur tour,
influencent la composition et la quantité des différents composants d’exsudats racinaires par

leurs effets sur le métabolisme cellulaire, et la nutrition des plantes (Yang et Crowley, 2000).

A partir de cette particularité, les communautés microbiennes rhizosphériques peuvent
varier dans la structure et la composition des espéces dans différentes parties de systeme
racinaire. Cette variation dépend aussi selon les types de sol, les espéces végétales, 1’état
nutritionnel, 1’age, la présence d’un stress ou d’une maladie (Reddy et al., 2014). Ces
rhizobactéries favorisent la croissance des plantes, connues sous le nom PGPR (Plant Growth-
Promoting Rhizobacteria) (Zahir et al., 2004).

2.5. Bactéries promotrices de la croissance des plantes PGPR

Les rhizobactéries favorisant la croissance des plantes (PGPR) sont des bactéries
bénefiques qui colonisent efficacement la rhizosphere, elles exercent sur les plantes divers
effets influencant leur croissance(Orozco Mosqueda et al., 2021 ).Dans la rhizosphere, ces

bactéries peuvent se retrouver aux niveaux intra ou extra cellulaire (Gray et Smith., 2005).Elles
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sont généralement trés compétitives capables de coloniser le systeme racinaire riche en
éléments nutritifs (TableauO3)(Peter et al., 2015).

Tableau 03 : quelques espéces des PGPR avec leurs effets (Ahmed et Khan., 2011).

L’espéce Effets PGPR

Bacillus subtilus Activité antifongique

Rhizobium spp. Sidérophores, AIA

Azospirillum amazonense Solubilisation de phosphate, résistance aux antibiotiques
Klebsiella oxytoca AlA, solubilisation de phosphate

2.5.1. Des exemples sur PGPR
A. Bacillus spp.

Le genre Bacillus englobe des bactéries a Gram positif, les cultures agées peuvent
apparaitre a Gram négatif. Les Bacillus sont des batonnets droits a extrémité carrée ou arrondie
; de taille variable de 0.5-2.5 x 1.2-10 . Leur GC% est de 32 a 69. Ils forment des endospores
leur permettant de résister a des conditions environnementales défavorables. Le plus souvent
mobiles, a flagelles péritriches. Les especes de ce genre sont aérobies, parfois facultatifs, et
catalase positive, (Prescott et al., 2003). Ces microorganismes sont des chimioorganotrophes
métaboliquement dépendantes des composés organiques en tant que sources de carbone et
d'énergie (Todar, 2003). En raison de leur grande omniprésence dans la nature et la génetique
et la diversité métabolique menant a la production des sidérophores ; ils sécrétent des enzymes
hydrolytiques telles que les chitinases, glucanase, protéase et lipases qui peuvent lyser les
cellules fongiques ; stimulent le systéme de la défense systémique (ISR) chez 1’héte et
produisent des substances volatiles. Plusieurs souches représentent le genre Bacillus : B.
amyloliquefaciens, B. subtilis, B. pasteurii, B. cereus et B. sphaericus. Ces bactéries provoquent
des réductions significatives de I’intensité et la gravité de diverses maladies sur une diversité
d’hotes (Choudhary et Johri, 2008).

Certaines especes de genre Bacillus sont des diazotrophes, notamment B. subtilis, isolée
a partir des rhizosphéres de diverses plantes & des concentrations supérieures a 107 bactéries par

gramme de sol rhizosphérique (Antoun et Prevost., 2005).
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B. Rhizobium spp.

Les rhizobiums sont des bactéries a Gram négatif, strictement aérobies, possedent une
forme de batonnets de 0,6 a 0,9 um de largeur et de 1,2 a 3 pum de longueur et non sporulants.
Phylogénétiquement, ils appartiennent a la subdivision d'Alpha- Proteobacteria. Ce sont des
bactéries mobiles grace a un flagelle polaire ou subpolaire ou 2 a 6 flagelles péritriches (Aouadj
et Saidi Sief, 2015). Les rhizobiums vivant dans les régions arides et semi-arides, ont la capacité
de résister aux différentes conditions de stress existantes dans ces régions.

Afin de tolérer des hautes températures, des hautes concentrations de sel, le manque
d’eau, ces Rhizobium ont développé des stratégies qui font d’eux des bons candidats pour étre
utilisés en symbiose avec les acacias ou avec d’autres plantes capables de résister a ces
conditions extrémes afin de rétablir le couvert végétal et lutter contre la désertification dans ces
régions (Sakrouhi, 2017). Ainsi, les Rhizobium ont éte traditionnellement assignés aux groupes
taxonomiques sur la base des spécificités de 1’hote. Cette classification comportait un seul
genre, le genre Rhizobium avec six espéces qui sont : R. leguminosarum, R. meliloti, R. trifolii,
R. phaseoli, R. lupiniand et R. japonicum. Actuellement la taxonomie bactérienne moderne se
base sur plusieurs techniques moléculaires. Chacune puisant I'information a des niveaux
cellulaires differents (surtout ADNr 16S comme marqueur taxonomique, les protéines totales,
les acides gras, ...). Ainsi, la famille des Rhizobiacées inclut 6 genres qui sont Rhizobium,
Sinorhizobium, Mesorhizobium, Allorhizobium, Azorhizobium et Bradyrhizobium connus

collectivement sous le nom de Rhizobia (Abdeddaim, 2017).

Les PGPR affectent directement ou indirectement la croissance des plantes. Les mécanismes
directement implique la sécrétion d’hormones ou en favorisant 1’absorption des nutriments.
Indirectement, les PGPR vont aider la croissance des plantes par la sécrétion des antibiotiques
(Glik et al., 2007).

2.6. Modes d’action des PGPR

Les mécanismes des PGPR sont traditionnellement divisés en mécanismes directs et
mécanismes indirects. Les mécanismes indirects se produisent a 1’extérieur de plante par la
sécrétion des antibiotiques et les mécanismes directs sont ceux qui se produisent a I’intérieur
de la plante impliquant la sécrétion d’hormones (auxines, cytokines, etc.), ou en favorisant
I’absorption des nutriments comme la fixation d’azote, la solubilisation de phosphate ou de

potassium, et la synthése des sidérophores (Glik et al., 2007 ; Goswami et al., 2016).
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Le mode d’action et le mécanisme des PGPR différent selon le type de plante héte. En outre
certain autres facteurs affectant généralement le réle des PGPR, a savoir les facteurs biologiques
tel que le génotype de la plante, le stade de développement et les facteurs abiotiques (Basu et
al., 2021).

2.6.1. Effets directs des PGPR sur les plantes :

Les mécanismes directs des PGPR incluent les effets qui affectent 1’équilibre des régulateurs
de croissance des plantes, conduisant a une amélioration de la capacité d’adaptation (Goswami

etal., 2016).
2.6.1.1. Fixation de ’azote

Plus de 80% de N2 se trouve dans I’atmosphere sous forme de gaz interne qui n’est pas
disponible pour les plantes. Pour fournir ce nutriment important aux plantes, les engrais azotés
sont souvent appliqués pendant la production végétale. Des recherches récentes indiquent que
moins de la moitié de I’azote appliquée est effectivement absorbée par les plantes tandis que le
reste est perdu par lessivage ayant pour résultat la pollution de 1’environnement. Ces problémes
peuvent étre résolus de maniére adéquate en exploitant 1’azote biologique(N) (Aloo et al.,
2018).

La fixation biologique de 1’azote est le processus par lequel le N2 atmosphérique est réduit
en ammoniac qui peut étre absorbes par les plantes. Les bactéries de genre Bacillus et autres
bactéries rhizosphériques telles que Azospirillium, Azotobacter et Paenibacillus sont des
fixateurs de N2 dans la rhizosphére des plantes Dans une étude réalisée par (Ding et al.,
2005),enquétant sur N2 —fixant des souches de rhizosphéres végeétales dans la région de Pékin,
la présence de génes nif chez Bacillus a été signalée, Etude plus anciennes font également état
de la capacité de fixation de N2 de Bacillus spp .La fixation d’azote est un trait important des
PGPRs car il fournit directement du N a la plante, et les rhizobactéries fixatrices de N2 sont

commercialisées comme biofertilisants depuis 20 ans(Aloo et al., 2018).

Parmi les bactéries fixatrices d’azote, les espéces d‘Azospirillum, isolées a partir des
rhizospheres de plusieurs céréales a travers le monde principalement dans des régions tropicales
et tempérées sont utilisées depuis les années 1970. Cette bactérie initialement sélectionnée par
sa capacité fixatrice de l'azote atmosphérique représente un bon candidat PGPR (Aloo et al.,
2018).
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2.6.1.2. Solubilisation de phosphate

Le phosphore est le deuxieme nutriment le plus important pour les plantes. Les micro-
organismes aident les plantes en utilisant et en transformant différentes formes de phosphore
organique présent dans le sol. Sous une forme inorganique facilement absorbée par les plantes,
ces micro-organismes secrétent différents types d’acides organiques qui éliminent les cations
CaZ*puis libérent le phosphate de divers composés phosphatés présents dans le sol, abaissant

ainsi le pH dans la rhizosphere, qui est I’une des caractéristiques de leurs secrétions.

Parmi les bactéries qui solubilisent le phosphate : Rhizobium meliloti, Mesorhizobium
mediterraneum, Bradyrhizobium spp., B. japonicum, Bacillus spp., Pseudomonas spp., et
Erwinia spp. (Singh., 2018).

2.6.1.3. Production des sidérophores

Le fer est I’'un des macroéléments indispensables a toutes les cellules vivantes, sa
disponibilité est limitée. Cependant la forme dominante de fer dans le sol présente sous forme
de fer ferrique (Fe®"), ayant une trés faible solubilité. Les bactéries rhizosphériques absorbent
I’azote atmosphérique en association symbiotique avec les plantes via 1’enzyme nitrogénase
contenant du fer. Ces micro-organismes ont établi des stratégies d’acquérir et d’assimiler le fer,
en sécrétant des chélateurs de fer appelés sidérophores. Les sidérophores chélates le fer en le

transformant en forme soluble.

(Sridevi et Mallaiah.,2008), ont étudié 26 souches de Rhizobium isolées a partir des
nodules racinaires pour leur capacité a produire des sidérophores. Ils ont constaté que neuf

souches possedent la capacité de produire des sidérophores type catéchol.

Les bactéries productrices de sidérophores appartiennent aux genres Pseudomonas,
Azotobacter et Bacillus (Singh, 2021).

2.6.1.4. Production des phytohormones

Les hormones végétales sont des molécules produites naturellement par les plantes et ont
pour effet de stimuler ou inhiber la croissance des plantes, Les hormones végétales coordonnent
les activités métabolique associées a la croissance des micro-organismes dans différents tissus
vegétaux. Les modifications au niveau des organes, des cellules et des molécules de systéemes
racinaires et des tissus végétaux sont déclenchees par les micro-organismes bénéfiques et

nuisibles de la rhizosphére, par le biais de modifications des équilibres phytohormonaux. De
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nombreux PGPR présents dans la rhizosphére sécretent hormones absorbées par les racines des
plantes ou controlent 1’équilibre hormonal des plantes, ce qui régule la croissance des racines
et des parties aériennes des plantes au stress. A cet égard, les hormones impliquées comprennent
principalement 1’auxine et la cytokinine, une petite quantité de gibbérelline (Grover et al.,
2020).

a. Auxine

L’auxine est un élément essentiel a la croissance des plantes. Les auxines sont
responsables de la division, de 1’extension et de la différenciation des cellules et des tissus
végétaux et augmentent le taux de formation du xyléme et des racines. Les PGPR stimulent la
croissance des racines principalement en raison de leur potentiel a sécréter I’acide indole
acétique (AlA) comme les espéces Bacillus spp., Rhizobium spp., Paenibacillus illinosensisib

et Pseudomonas extremaustralis (Grover et al., 2020).

En fait, 80% de la flore rhizosphérique est capable de produire comme Bacillus et
Paenibacilus. L’ AIA est généralement produit sous forme de métabolites secondaires par les

PGPR en utilisant les substrats riches produits par les racines des plantes (Bouali, 2017).
b. Cytokinine

Les cytokinines régulent la division et la différenciation du méristeme racinaire, et
présentent un effet inhibiteur sur la croissance des racines. Ce type des phytohormones peut
également réguler les fonctions des racines comme 1’absorption des protéines et le transport des
éléments nutritifs. Divers PGPR produisent des cytokinines, qui provoguent une augmentation
de la synthése des exsudats racinaires par les plantes, augmentant ainsi 1’interaction entre les
plantes et les PGPR. Parmi ces bactéries : Bacillus amyloliquefaciens et Bacillus subtilus
(Grover et al., 2020).

c. Gibbérellines

La gibbérelline est une phytohormone connue pour son rdle dans I’allongement des
racines primaires qui induisent 1’¢longation de la tige ainsi que la croissance des racines. Les
PGPR produisent ce type des phytohormones afin de favoriser la croissance des racines,
augmentent ainsi la vigueur des semis, et donne un meilleur rendement alimentaire. Les
bactéries qui produisent la gibbérelline sont Azotobacter spp., Bacillus spp.et Achromobacter

xylossoxidans (Grover et al., 2020).
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2.6.2. Effets indirects des PGPR sur les plantes

Les PGPR ont une méthode prometteuse, durable et respectueuse de I’environnement qui
peut indirectement atteindre une fertilité des sols et une croissance des plantes durables. Cette
méthode a inspiré un large éventail d’exploitations des rhizobacteries qui permet de réduire le
besoin de produits agrochimiques, en ameliorant la fertilité des sols grace aux divers

mécanismes via la production d’antibiotiques, d’enzymes hydrolytiques (Gupta et al., 2015).
2.6.2.1. Production des antibiotiques

L’antibiotique est défini comme une communauté hétérogéne de composés organiques
complexe de faibles poids moléculaires qui nuisent a la production au métabolisme de divers
micro-organismes. Dans des études in vitro et in situ, le développement des agents pathogenes
ont été éliminé efficacement a I’aide d’antibiotiques (Hamid et al., 2021). Dans la gestion des
maladies des plantes, les PGPR jouent un role essentiel dans la production des antibiotiques, ce
systeme est appelé inhibition ou suppression des microorganismes pathogénes. Les PGPR tels
que les especes de Bacillus et les Pseudomonas fluorescents provoguent la destruction des
agents pathogénes, par la production de métabolites inhibiteurs et antagonistes dans leur
mécanisme de défense. Ces micro-organismes spécifiques peuvent produire une gamme des
produits antibiotiques par exemple, Bacillus spp produisent les Bacilomycines, Iturines A et
Kanosamines et La fengycine et la zwittermicine sont antifongiques et Pseudomonas spp.

Liberent les Phenazines, Oomycines et Pyocyanines (Hamid et al., 2021).
2.6.2.2. Production des enzymes lytiques

Les enzymes sont des mécanismes utilisés par les bactéries de la rhizosphere pour
stimuler la croissance des plantes. Ces bactéries produisent certains enzymes tels que : la
cellulase, chitinase, amylase et pectinase, les lipases, les phosphatases, les protéases, etc (Joshi
etal., 2012).

Ces enzymes manifestent une activité hyper-parasitaire, pour attaquer les agents
pathogenes en excrétant les hydrolases de la paroi cellulaire. Grace a l'activité de ces enzymes,
les rhizobactéries favorisant la croissance des plantes joue un role trés important dans la
promotion de la croissance des plantes, en particulier pour les protéger des stress biotiques et
abiotiques en supprimant les champignons pathogenes, notamment Botrytis cinerea,
Sclerotiumrol fsii, Fusarium oxysporum et Rhizoctoniasolani (Hayat et al., 2010 ; Nadeem et
al., 2013).
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A. Cellulase

La cellulose est I’un des principaux polysaccharides qui composent les parois cellulaires
des plantes, plusieurs bactéries et champignons peuvent produire la cellulase, la production cet
enzyme bactérienne est constitutive tandis que la production de cellulose fongique est
inductible. La cellulases divise en trois types: I’endoglucanase, l’exoglucanase et la
glucosidase (Kumar et Dolby, 2012). La Production de ces enzymes présente une activité
hyper-parasitaire qui attaque les agents pathogénes en sécrétant des hydrolases de la paroi
cellulaire. Grace a cette activité enzymatique, Les PGPR favorisent la croissance des plantes,
notamment en les protégeant des stress biotiques et abiotiques ; et inhibant les champignons
pathogénes, y compris Botrytis cinerea, Sclerotium spp., Fusarium oxysporum et Phytophthora
spp. (Gupta et al., 2015).

B. Chitinase

La chitinase est une enzyme protectrice contre les agents pathogenes fongiques. En plus
de sa capacité a attaquer directement la paroi cellulaire chez les champignons, la chitinase libere
également de 1’Oligo--N-acétylglucosamine qui agit comme un inducteur activant les réponses
liées a la défense dans les cellules végétales. Par conséquent, les préparations a base de chitinase
offrent une voie potentielle pour les a gents phytopathogenes (Kumar et Dubey, 2012). Cette

enzyme est synthétisée par Bacillus spp. Et Bacillus thuringiensis (Shaikh et Sayyed., 2015).
2.6.2.3. Résistance systémiques induite

Lors du phénomeéne appelé « résistance systémique induite » (ISR), des rhizobcteries non
pathogenes peuvent conférer a la plante la protection contre les attaques ultérieures par un
agentphyto pathogéne via la stimulation de mécanismes de défense systémique. Cette
« immunité » s’initie suite a la perception par la plante de molécules dites « élicitrices »
produites par les micro-organismes. Ce phénomeéne fait appel a la reconnaissance par 1’hote
d’eliciteurs produits par I’agent inducteur. L’émission d’un signal nécessaire a la propagation
systémiques induit I’expression de mécanismes de défense stricts qui permettent de limiter la
pénétration du pathogene dans les tissus de la plante. Ainsi, la transmission de signal émis suite
a la perception de I’agent infectieux repose sur différentes voies dans lesquelles 1’acide

salicylique, I’acide jasmonique et I’ethyléne qui jouent un role essentiel (Glazebrook et al.,
2003).
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Les bacteéries les plus connus par ce phénomene sont les Enterobacteriacea, Bacillus et
Pseudomonas (Jourdan et al., 2009). De nombreux composants bactériens induisent une
résistance systémique induite, tels que les lipopolysaccharides (LPS), les flagelles, les
sidérophores, les lipopeptides cycliques, le 2,4-diacétylphloroglucinol, les homosérines

lactones et les substances volatiles comme l'acétoine et le 2, 3-butanediol (Naznin et al., 2012).
2.6.2.4. Production des composés organiques volatils

Les composés organiques Vvolatils naturels COVs sont des métabolites secondaires
principalement émis par les plantes, les insectes et les micro-organismes. Toutes les sources

naturelles représentent prés de 90% de 1’émission totale de COVs (Potard, 2017).

Les rhizobacteries peuvent produire des COVs comme les terpenoides, les
phenylpropanoides et les dérivés des acides gras permettant I’inhibition de la croissance des
agents pathogenes des plantes du sol tels que les champignons. (Piechulla et Pott., 2003).
Certaines substances présentes dans les plantes comme Arabidopsis peuvent stimuler la
croissance et induire une résistance systémique. Ainsi, d’autres substances telles que le 2,3-
butanediol et I’acétoine secrétées par les PGPR permettent I’amélioration de la croissance des

plantes en induisant une résistance aux maladies (Ryu, et al., 2004).
2.6.2.5. Formation de biofilm

Les biofilms sont des communautés microbiennes uni ou multi adhérentes aux surfaces
biotiques ou abiotiques et en contact direct 'une avec 1’autre, enfermée dans une matrice
autoproduite de substances polysaccharides extra cellulaires (EPS) (Ramey et al., 2004). La
production de biofilm par PGPR reflete leur pouvoir de colonisation, du systéme racinaire et

considéree comme une activité PGPR importante (Prescott., 2003).

La fonction principale des biofilms rhizobacteriens est la protection contre des conditions
écologiques imprévisibles et indésirables, ainsi qu’ils permettent d’éviter les attaques d’agents
pathogénes et de coloniser les racines des plantes. Par conséquent, les biofilms PGPR agissent

de manicre significative dans 1’agriculture durable (Musher et mohd. 2020).

Page 17



Chapitre | : synthese bibliographique
2.7. Intéréts des PGPR

2.7.1. Intéréts médicaux

Les PGPR réduisent les maladies d’origine tellurique, c’est ainsi que plusieurs souches
de Pseudomonas et Bacillus sont été sélectionnées pour leur pouvoir antagoniste a I’égard d’une
large gamme des maladies bactériennes, virales et fongiques chez ’homme (Ramamoorthy et
al., 2001).

Ces micro-organismes synthétisent des enzymes bactériennes utilisées dans I’industrie
pharmaceutique et médicale, elles développent des agents thérapeutiques et médicaux comme
les collagénases provenant de la bactérie Clostridium sp. Ou des subtilisines associées aux

antibiotiques pour traiter les brulures, les plaies et des ulcéres dermiques (Belmessikh, 2011).

Les especes PGPR et particulierement les Paenibacillus, produisent des composés qui
peuvent étre utilises en médecine, en pharmacie et en dentisterie. Leur exo-polysaccharides
possede des caractéristiques antioxydantes et antitumorales, tandis que les enzymes mutanases
peuvent réduire la carie dentaire. La Production des polymyxines B et Epar les PGPR sont
utilisées dans les onguents, tels que les cremes antibiotiques néosporine et polysporine pour le
traitement et la prévention des infections cutanées topiques. Ainsi, les fusaricidines sont des
lipopeptides non ribosomiques utilisées pour le traitement des infections bactériennes a Gram
négatif (Grady et al., 2016).

2.7.2. Intéréts en agriculture :
2.7.2.1. Biostimulation

Un biostimulant est « un matériel qui contient une ou des substances et micro-organismes
dont la fonction est de stimuler les processus naturels pour améliorer I’absorption et I’efficience
des nutriments, la tolérance aux stress abiotiques, et la qualité des cultures, indépendamment

du contenu en nutriments du biostimulant » (Hérault, 2015).

Les bactéries contenues dans ces produits sont appelées PGPR (Plant Growth Promoting
Rhizobacteria). La croissance de la plante peut notamment &tre améliorée directement grace a
la synthese de phytohormones par les micro-organismes, telles que l'auxine (Faessel et al.,
2014). Ces phytohormones stimulent la rhizogénese, ce qui conduit a un volume de sol exploré

plus important et donc a une meilleure absorption des nutriments du sol.
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La nutrition est aussi rendue plus efficace par la présence de bactéries et champignons
agissant de maniére indirecte, en rendant disponibles les nutriments essentiels a la plante autour
de la rhizosphére. Les bactéries qui peuvent coexister sont : les bactéries fixatrices d'azote
atmosphérique N2 (comme les Rhizobium), les bactéries et champignons qui solubilisent le
Phosphore ou le Potassium, ou encore les mycorhizes qui établissent une symbiose avec la

plante en prolongeant son systeme racinaire (Richardson et al., 2009).
2.7.2.2. Biocontrole

Le biocontrole consiste a diminuer les adventices (bioherbicides) dans une culture ou de
réduire la compétition entre les espéces bactériennes par 1’utilisation des micro-organismes
vivants. C’est une méthode de lutte biologique spécifique, moins couteuses, bénéfiques pour

I’équilibre des systemes agricoles et son application sur les cultures, sous forme de

bioherbicides (Ash., 2010).

Les biopesticides constituent une bonne alternative des pesticides chimiques qui provoquent
la pollution de I’environnement et la résistance des agents pathogénes. Cependant, cette
innovation devrait étre capable d’estimer le risque des métabolites sur I’environnement, la santé

humaine et animale (Vurro et Gressel., 2008).

Un biopesticide est définit comme un produit qui contient un micro-organisme ou de ses
produits naturels capables d’améliorer la croissance des plantes par le contrdle et la lutte contre
les agents phytopathogénes principalement par la production des antibiotiques et des

métabolites antifongiques (Thakore., 2006).

A L’heure actuelle, Bacillus thuringiensis et Bacillus sphaericuss ont les espéces les plus
utilisées en lutte contre les ravageurs (Kouassi, 2001). Les premieres applications de Bacillus
thuringiensis dans 1’environnement datent de 1933. 11 a été utilisé dés les années 1950 dans les
foréts, les champs et les vignobles. Jusqu’au milieu des années 1970, sa principale application
était la lutte contre les Iépidopteres défoliateurs dans les foréts et certains papillons parasites
des grandes cultures, de mais notamment (Bounoua, 2008). De plus, (Chaves-Lopez et
al.,2015) ont signalé que les souches Bacillus subtilis, Bacillus amyloliquefaciens et Bacillus

cereus sont les meilleurs producteurs des substances volatiles antifongiques.
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2.7.2.3. Bioremédiation

Les PGPR participent dans 1’amélioration de la qualité de sol et 1’eau une capacité a
éliminer les éléments toxiques (Bakker et al., 2007). L’étude de (Subashchandrabose et al.,
2011) a montré que les cyanobactéries sont responsables a la transformation ou la dégradation
des polluants organiques et les métaux lourds les rendant inactifs pour tolérer leur absorption.
IIs jouent un rdle important sur la qualit¢ de I’eau avec le traitement des eaux usées

(Subashchandrabose et al., 2011).

Dans ce role de dépollution, la densité microbienne est nécessaire (Dension et Kiers
2004). Ces bactéries permettent I’amélioration du domaine biotechnologique par la production
commerciale de métabolites microbiens destinés a la purification des milieux contaminés
(Subashchandrabose et al., 2011). Certaines bactéries qui interviennent dans la
bioremédiation des métaux lourds sont les azospirille et a la dégradation de 1’huile, Bacillus

subtilus (Muratova et al., 2005).
2.7.3. Intéréts industriels :

Les enzymes synthétisés par les PGPR (protéases) contiennent plusieurs propriétés
requises pour leur application industrielle. Elles représentent 40% des enzymes du marché
mondial (Belmessikh., 2011). Ces enzymes sont globalement utilisées comme additifs dans les
détergents, dans la transformation des produits alimentaires et le caillage du lait pour la
production du fromage (Hupé., 2008).

Ainsi les enzymes microbiennes présentent également un intérét dans 1’agro-alimentaire
par la production des sucreries dans la préparation des sirops sucrés a base d’amidon
(Maktouf.,2013). Elles ont un réle dans I’industrie du textile pour le désencollage des tissus et
dans le domaine de la tannerie et la papeterie et des détergents (Malhotra et al.,2002).

Les enzymes lipolytiques bactériennes développent des saveurs dans les fromages,
transforment ou produisent des huiles et des détergents et en industrie du textile (modification
de fibres synthétiques...) (Amélie., 2010).
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La partie expérimentale a été réalisée au niveau du laboratoire phyto-bactériologie de
I’université Saad D’Ahleb Blida 1, a partir de Avril jusqu’au mois de Juillet 2022.

01. Echantillonnage

Les échantillons ont été prélevés a partir du sol rhizosphérique de quatre variétés de
palmeraies situées dans la région de kenadesa dans la wilaya de Béchar. Un total de
4échantillons a été réalisé a une profondeur de 45cm ou se trouve la zone la plus riche en
racines. Trois prélevements de chaque cultivas ont été réalisee et mis dans des sacs en papier
stériles (tableau04).

Tableau 04 : Codes des échantillons étudiés de la région de kenadsa.

Cultivar Age Codes
Hmira 20ans KH
Tinaser 20ans KT
Feggous 19ans KF
Hamriva 35ans KM

02. Localisation de la zone d’étude

L’ensemble des prélévements ont été réalisés a partir de la rhizospheére des sols préleves

a différentes cultures dans les régions de kenadsa wilaya de Béchar.

Kenadsa, est une oasis du sud-ouest algérien, elle est située a 18 km du chef-lieu de la
wilaya de Béchar. Elle est bordée au nord par la premiere barga, au sud par chebk, amennouna,

région de I’oued messouar & 1’ouest et région de Béchar a I’est.

Kenadsa est une daira de superficie de 5040 km2, avec une population de 14350. Cette
daira est limitée a la daira du nord I’Ahmar, la ville de Béchar a I’est, la ville de Meridja a

I’ouest et la ville et au sud par le commun d’abadela (figure 04) (Banmoussa, et al.,2015).
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Figure 04 : Situation géographique de la localisation de la région de kenedsa
(banmoussa, et al., 2015).

3. Apercu climatique et geologique

Le climat qui prévaut a kenadsa est un climat de type désertique caractérisé par la rareté
des précipitations (les précipitations moyennes sont de 45 mm/an), la température moyenne
annuelle est de 20,5°C et ’humidité de I’air est faible, bien que la palmeraie favorise la création

de microclimats (Boualem., 2015).

D’un point de vue géologique, cette oasis est batie sur un sol carbonifére, le nord est
dominé par des strates crétacées. Les terres sont disposées de maniére monoclinique, séparées
par des différences angulaires. Il s’agit d’une forte série de barres grés interrompu par des

couches de marne et d’argile (Cherif., 2015).

4. Isolement et identification des rhizobactéries

4.1. Isolement des rhizobactéries

Le sol a été pesé pour la préparation d’une solution mére qui contient 10g de chaque sol

dans 90ml d’cau distillé stérile. Apres une agitation verticale par le vortex, puis une agitation
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horizontale durant 20 & 30 min, des dilutions décimales de 107 jusqu’a 10 elles ont été
effectuées. Un ensemencement en surface d’un volume 0 ,5 ml des dilutions 10-3,10-prélevé
a I’aide d’une micropipette sur le milieu King B (King et al.,1954) et le milieu LB (Gardan et
luistti.,1981) en utilisant un rateau stérile. L’opération a été répétée deux fois suivie d’une

incubation des boites ensemencées a 27°C pendant 4 jours (Daur et al.,2018).
4.2. Purification et conservation des isolats

Dans le but d’obtention des souches isolées, chaque colonie apparaissant différente
phénotypiquement sur les milieux d’isolement est purifiée par des repiquages successifs en
utilisant la méthode des stries par épuisement est une méthode simple qui consiste a déposer
I’inoculum a I’aide d’une anse sur la surface de la gélose. La méthode de conservation des
isolats pures consiste a repiquer les souches sur gélose en tubes inclinés, les tubes sont ensuite

incubés 24h, puis stockés a 4C° pour favoriser leur viabiliteé.
4.3. Caractérisation des isolats

La caractérisation des isolats bactériens est réalisée par des examens macroscopiques et

des examens microscopiques et par les études des caractéres biochimiques et physiologiques.
4.3.1. Examen macroscopique

L’observation macroscopique des cultures bactériennes est le premier examen effectué
apres I’isolement. Elle consiste a observer directement, a 1’ceil nu, I’aspect morphologique des
colonies obtenues sur milieu King B apres 24 a 48 h d’incubation en tenant compte les critéres
suivants (Joffin et Leyral, 2006) :

La taille : Représente le diamétre de la colonie mesuré a 1’aide d’une régle graduée pour
la grande colonie. Il est possible aussi d’utiliser le microscope au grossissement le plus faible

pour mesurer la taille des petites colonies en utilisant les micrometres oculaires.

Le relief : Plane, élevée, convexe, bossue, etc.
Le bord : Régulier, ondulé, lobe, boucle, filamenteux.

L’aspect : Poudreux, granuleux, duveteux, etc.
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La consistance : Molle, élastique, cartonneuse, etc.

L’opacité : Les colonies sont soit opaques et ne laissent pas passer la lumiere, translucides
en laissant passer la lumiére mais on ne voit pas les formes au travers, comme le verre ou
transparentes (laissant passer et voir les formes au travers) et la couleur des colonies (Ripert.,
2013).

4.3.2. Test de fluorescence sur King B

Le test de fluorescence a été effectué sur le milieu King B, une colonie agée de24 a
48haété prélevée puis ensemencée en stries sur la boite de Pétri, les boites ont été incubés
environ 48 h a 27°C.L’éventuelle fluorescence a été révélée en éclairant la boite avec la lampe
a UV dans une piece noire (Schaad et al., 2001). Le test est positif s’il y a ’apparition de
fluorescence ce qui signifie la production des pigments la pyoverdine par les bactéries qui est
un pigment diffusible de couleur jaune-vert fluorescent, soluble dans I’eau et insoluble dans le

chloroforme. Le test est négatif en 1’absence de fluorescence (Tourkya et al., 2009).

Dans la présente étude, seuls les isolats non fluorescents ont été retenus pour les tests

ultérieurs.
4.3.3. Coloration de Gram

La coloration de Gram est basée sur la différence de perméabilité des bactéries a 1’alcool
(Beraud.,2001). Elle permet de distinguer la morphologie des bactéries et de les classer en deux
grands groupes, les bactéries a Gram positif et a Gram négatif, la coloration différentielle est

réalisée selon les étapes suivantes.

Sur un frottis fixé a la chaleur, la lame a été recouverte par le violet de gentiane aprés une
minute, la lame est rincée a 1’eau distillée stérile puis recouverte de Lugol pendant une
minute.une décoloration a 1’alcool est ensuite réalisée, la décoloration est stoppée par un
nouveau lavage a I’eau. La lame est recouverte ensuite de fuschine diluée pendant 1 minute puis
lavée a I’eau et séchée entre deux feuilles de papier filtre stériles. La lame est ensuite examinée
a I’immersion. Les bactéries a Gram positif doivent apparaitre colorées en violet et les bactéries

a Gram négatif en rose (Lanotte et al., 2016).
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4.3.4. Test KOH

C’est un test indicateur et confirmatif du Gram basé sur le dépdot d’une goutte d’une
solution aqueuse de KOH a 3% sur une lame. Une émulsion de la culture bactérienne agée de
24 h a 48h a été réalisée avec la solution KOH par une cure dent. La bactérie est a Gram négatif
s’il y a une formation d’un filament en soulevant le cure dent. La bactérie est a Gram positif en

I’absence de filament (Suslow et al., 1982).
4.4. ldentification biochimique

Les tests biochimiques sont indispensables a I’identification des bacteries. Ils reposent

principalement sur la recherche d’enzymes responsables du métabolisme bactérien.

4.4.1.Etude des enzymes respiratoires

4.4.1.1. Recherche de catalase

La catalase est une enzyme antioxydante présente chez les bactéries aérobies et dans les
cellules des plantes et des animaux. Le peroxyde d’hydrogéne engendré comme sous-produit
du métabolisme est un agent oxydant puissant et nocif qui doit étre éliminé. La catalase assure
cette fonction d’élimination en convertissant le peroxyde d’hydrogéne en eau et en oxygene

moléculaire ; selon 1’équation :

2 H202 » 2H20 +02

Sur une lame et a 1’aide d’une pipette pasteur, la colonie bactérienne pure a été déposée

dans laquelle on ajoute de I’eau oxygénée a 10V.

La formation de bulles engendrée par la production d’oxygene (02), due a I’activité de la
catalase, indique une réaction positive. L’absence des bulles indiquent une réaction négative
(Guiraud, 2003).
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4.4.1.2. Test d’oxydase

La recherche de 1’oxydase présente un intérét taxonomique en ce qui concerne les
bactéries a coloration a Gram négatif. Le test de 1’oxydase consiste a mettre en évidence la
capacité que posséde la bactérie a oxyder le réactif N-diméthyle-paraphyléne diamine 1% en
un deriveé rose violacée. Le test est réalisé par mise en contact d’une culture bactérienne jeune
de 24h sur un papier buvard stérile imbibé de la solution, La réponse positive indique la
présence de cytochrome oxydase qui se manifeste par 1’apparition d’une coloration violette

apres 10 a 60 secondes. Au-dela de 60 secondes la réponse est négative (Klement et al.,1990).
4.4.1.3. Recherche de nitrate réductase

Certaines bactéries peuvent utiliser les glucides en anaérobie en présence d’un accepteur
d’hydrogéne qui peut étre I’ion NO. Elles possedent alors une enzyme spécifique : la nitrate

réductase qui catalyse la réduction de nitrate en nitrite et éventuelles en azote.

La recherche de cette enzyme se fait selon les étapes suivantes : un tube de bouillon nitrate
constitué de bouillon nutritif supplémenté de 1.5% de nitrate de potassium, est ensemencé par
les isolats étudiés, les tubes sont incubésa27C® pendant 24 a 48h. aprés incubation, 3gouttes du
réactif sulfanilique = acide acétique (nitrate01) et 3 gouttes du réactif alpha-naphtylamine +
acide acitique (nitrite02) sont ajoutés aux tubes (French et al., 2007).

Une coloration rouge indique la présence deNO2 donc les bactéries est nitrate réductase
positive. En absence de coloration, une poudre de zinc est ajoutée, la coloration rouge signifie
que la poudre de zinc a réduit les nitrates en nitrites et la bactérie est nitrate réductase négative.

En cas d’absence de coloration la bactérie est nitrate réductase positive.
4.4.1.4. Test mannitol mobilité

Le milieu mannitol est utilisé lors de I’identification biochimique des entérobactéries et
des coliformes, leur principe repose sur 1’aptitude des entérobactéries sa fermenter le mannitol.
Il s’agit d’un milieu semi-solide contenant du mannitol, et du rouge de phénol comme indicateur
de pH (Denis et al .2007).
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Le milieu est ensemencé par piqlre centrale jusqu’au fond des tubes a 1’aide d’une anse
de platine. L’incubation se fait a 27°C pendant 24ha 48h. L’acidification du milieu indique

I’utilisation de mannitol se traduisant par le virage de I’indicateur coloré du rouge en jaune.

Le caractere mobile est défini par la présence des troubles envahissant toute la largeur de
la gélose de part et d’autre de la piqure centrale, par contre si la bactérie est immobile, ne se

développe que le long de la piglre centrale (Denis et al., 2007).
4.4.1.5. Test d’utilisation de citrate

Le milieu au citrate de Simmons contient du citrate de sodium déterminant si la bactérie
peut utiliser le citrate comme seule source de carbone (Denis et al., 2007). Les isolats étudiés
sont ensemencés sur milieu incliné par des stries serrées a I’aide d’une anse de platine et incubés
a 27°C pendant 24 & 48h. L’utilisation du citrate se traduit par une croissance de la culture sur
la gélose et le plus souvent associés avec une libération d’ammoniaque a partir des sels
d’ammonium, ce qui se traduit par un virage du bleu de bromothymol de vert au bleu. Le test

est négatif en absence de culture (Guiraud., 2003).
4.4.1.6. Production d’indole
Le milieu indole permet de mettre en évidence la présence d’uréase et du tryptophanase.

Une colonie bactérienne prélevée a 1’anse a été ensemencée sur le milieu indole. Puis
incubé pendant 24h & 27°C. Environ 3 gouttes du réactif Kovacs sont ajoutées aux tubes sans
agitation de milieu. L’apparition d’un anneau rouge indique la présence d’indole, se traduisant
par I’hydrolyse de tryptophane- Si ’anneau reste orangé, la réaction est négative (Freney et
al.,1992).

4.4.1.7. Recherche de la gélatine

Le test d’hydrolyse de la gélatine est utilisé pour détecter la capacité des bactéries a
produire la gélatinase qui liquéfie la gélatine. Ce test a été réalisé par I’ensemencement de la
souche sur le milieu a base de gélatine incubée a 27°C pendant 7 jours. Apreés incubation, les

tubes sont mis a 4°C pendant 30 min. Le test est positif lorsque le milieu devient liquide
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indiquant la liquéfaction de la gélatine par la bactérie. Le test est négatif si le milieu reste gélosé
(de Vos et al., 2009).

4.4.1.8. Test levane sucrase

Le test levane sucrase permet de vérifier la polymérisation du fructose en polyfructose
par la bactérie. Les bactéries agees de 24 a 48h ont été ensemencees sur le milieu levane en
boites de Pétri. Apres48h a 27C°, le développement de culture bactérienne muqueuse abondante
et brillante riche en polysaccharide est un résultat positif indiquant une activité levane sucrase.

En I’absence de ces caractéristiques, le test est négatif (Schaad et al., 2001).
4.4.1.9. Test de mise en évidence du métabolisme oxydatif /fermentatif du glucose

Le test oxydo-fermentaire est utilisé pour déterminer si les bactéries métabolisent les
glucides par oxydation, par fermentation, ou sont non saccharolytique et n‘ont donc aucune

capacite a utiliser I'nydrate de carbone dans le milieu (Anne Hanson.,2008).

Deux tubes a essai contenant 5 ml de milieu Hugh et Leifson ont été ensemences par une

culture jeune, par pigure centrale a I’aide d’une anse en platine en forme d’aiguille.

L’un des deux tubes a été recouvert d’une couche d’huile de vaseline stérile, c’est le tube
révélant la fermentation, 1’autre tube démontrant 1’oxydation est maintenu a bouchon dévissés.

Les tubes ont été incubés pendant 24h a27C°.

La lecture du résultat consiste a observer le virage de la couleur du milieu, trois catégories

de bactéries sont distinguees :

Les bactéries fermentatives donnent une acidification rapide et égale dans les deux

milieux qui devient jaune.

Les bactéries oxydatives révelent dans les deux tubes. La couleur vire au jaune dans le

milieu en présence d’oxygene (milieu ouvert), ainsi dans le milieu couvert la couleur reste verte.

Les bactéries inactives indiquent une alcalinisation plus ou moins forte en surface, la

couleur du milieu vire au bleu en présence dioxygéne (Hugh et Leifson,1953).
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4.4.1.10.Test de fermentation des sucres en milieu TSI (Lactose, Saccharose,
Glucose, H2S)

La gélose TSI (Triple Suger Iron. agar) permet 1’identification des entérobactéries par la
mise en évidence rapide de la fermentation du lactose, du glucose (avec ou sans production
du gaz), du saccharose et de la production de sulfure d’hydrogeéne (H2S) (Leulmi., 2015).

Ce test consiste a ensemencer en stries de la pente de la gélose puis par piqure centrale
du culot. La lecture se fait apreés 24h d’incubation a 27°C.

Le virage du culot au jaune est exprimeé par la fermentation du glucose avec ou sans
formation des bulles de gaz, la fermentation du saccharose et / ou du lactose se traduit par le
virage de la pente au jaune, le noircissement du milieu indique la production de H>S (Guiraud.,
2003).

4.4.2.1’évaluation de ’activité PGPR
4.4.2.1. Activité amylolytique

La détection de la production de I’amylase par la capacité a dégrader I’amidon, se fait en
utilisant de la gélose nutritive additionnée de 0.2% d’amidon soluble, les souches bactériennes
ont été inoculées au centre des boites de Pétri, apres une incubation de 48 ha27°C, la révélation
se fait par une inondation de la boite de Pétri par une solution d’iode (Gopinath et al., 2017).
La présence d’une zone claire autour des colonies indique la capacité d’hydrolyse de 1’amidon

(Izyan et al.2020).
4.4.2.2. Activité pectinolytique

La pectine forme un groupe unique, complexe et hétérogéne de différentes enzymes
agissant spécifiquement sur les substrats pectinolytiques, notamment les polymeres de pectine
(Martinez-Trujilo et al., 2011). Ces dernieres représentent le polysaccharide majeur de la

paroi cellulaire (Tatianadacosta et Flevo., 2005).

Le milieu pectine-agar a été utilisé pour détecter la production de pectate lyase. Les boites

de Pétri ont été incubées pendant 3 a 7 jours puis inondées avec une solution aqueuse de Lugol.

Page 29



Chapitre 11 : Matériel et méthodes

Ce réactif précipite la pectine intacte dans le milieu. L’apparition d’une zone claire de la colonie

se traduit par I’hydrolyse de péctine. (Hankin et Anagnostakis., 1975).
4.4.2.3. Sensibilité ou résistance aux antibiotiques

La résistance est une adaptation des bactéries aux agents antimicrobiens. Une souche est
dite résistance lorsqu’elle supporte une concentration d’antibiotique notamment plus élevée que
celle qui inhibe le développement de la majorité des autres souches de la méme espéce. La

résistance bactérienne aux antibiotiques peut étre naturelle ou acquise.

Cette methode consiste a tester la résistance ou la sensibilité a la vancomycine,
rifamycine, boldoflorineaux concentrations différentes 25 — 50 et 100 ug/ml sur milieu MH
liquide et solide.

La technique est réalisée en 4 étapes: (Courvallin et Leclercp, 2012).
a) Le premier jour

-A I’aide d’une anse stérile une culture bactérienne pure et jeune est prélevée puis -

inoculée dans Smld’ un bouillon nutritif. Les tubes (BI) sont incubés pendant 24h a 27°C.
b) Deuxiéme jour

-Ensemencement de 0.1 ml du la suspension bactérienne (BI) dans 25 ml de Muller-
Hinton liquide, c’est le bouillon ensemencé (BE).

Préparation des solutions d’antibiotiques

-Les disques des antibiotiques ont été découpés aux concentrations désirées a 1’aide d’un
bistouri stérile, les répétitions sont réalisées a I’aide d’une pince stérile dans chaque tube.

-un volume de 2ml du (BE) est ajouté dans les tubes contenant les antibiotiques a des
concentrations différents, suivi d’une incubation pendant 24 h & 27°C aprés une agitation des

tubes.
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c) Troisieme jour

-Le bouillon qui contient les disques d’antibiotiques a des concentrations différentes a été
prélevé puis ensemencé au niveau des trois stries de 5 cm tracé en paralléle et au verso
(correspondant aux concentrations d’ATB) sur les boites de MH.

d) Quatrieme jour
-Les résultats sont traduits par le dénombrement des colonies sur les stries déja

ensemencées par le bouillon contenant les disques d’antibiotiques.
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Chapitre 111 : Résultats et Discussion

01. Caractérisation des bactéries par approche phénotypique

L’identification bactérienne est une étape essentielle pour confirmer 1’espéce et orienter
sa classification. L’identification macroscopique et microscopique des bactéries reposent dans
un premier temps sur des tests d’orientation simple comme 1’aspect des colonies, type de Gram,

qui sont suivis par les tests biochimiques réalisés.

Les caractéristiqgues morphologiques des isolats bactériens rhizosphériques du palmier
dattier sont trés variées selon les différents aspects: forme, élévation, bords, taille, surface,
couleur, opacité et consistance de colonies.

Les souches isolées représentent différents morphotypes avec une couleur blanche ou
beige. Les isolats produisent des colonies a des formes différentes : irréguliéres, punctiformes,
circulaires, ou filamenteuses, avec un contour convexe, lisse, ou ondulé et une consistance
séche ou crémeuse, de transparent & opaque (figure05).

Des observations microscopiques ont été effectuées pour étudier certains caractéres des
isolats tels que la coloration de gram et la forme de cellule. L’isolement bactérien a partir du
sol rhizosphérique sur le milieu KB et I’utilisation de la lumiére UV a permis des sélectionner
30 isolats non fluorescents.

La forme de la cellule était pour la majorité de forme bacille de grande et petite taille
(Tableau 05).
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Tableau 05 : Caracteres morphologiques des bactéries rhizosphériques.

La Codes | Forme Elévation | Bord Taille | Surface Couleur | Opacité | Consistance
variété

KF S1 Rhizaoide Bossue Ondule 2mm Rugueuse | Blanche | Opaque Séche
KF S2 Irréguliére Convexe Lobé 2mm Lisse Beige Opaque Créme
KT S3 Punctiforme Convexe Reégulier 2mm Lisse Beige Opaque Créme
KF S4 Punctiforme Plane Ondulé imm Lisse Beige Opaque Creme
KF S5 Irréguliere Bossue Boucler 2mm Rugueuse | Blanche | Opaque Séche
KF S6 Punctiforme Elevée Régulier imm Plat Beige Opaque Creme
KF S7 Rhizaoide Bossue Lobé 1.5mm | Rugueuse | Blanche | Opaque Séche
KF S8 Irréguliére Bossue Ondule 1.2mm | Rugueuse | Blanche | Opaque Seche
KM S9 Irréguliére Bossue Régulier 3mm Rugueuse | Blanche | Opaque Séché
KT S10 Irréguliére Convexe Ondule 3mm Lisse Beige Opaque Creme
KT S11 Circulaire Convexe Lobé 2mm Lisse Beige Opaque Créme
KH S12 Punctiforme Convexe Dentelé 1.2mm | Lisse Beige Opaque Créme
KH S13 Punctiforme Convexe Lobé 3mm Lisse Beige Opaque Creme
KM S14 Punctiforme Convexe Reégulier 1mm Lisse Beige Opaque Créme
KM S15 Punctiforme Elevé Reégulier Imm Lisse Beige Opaque Créme
KM S16 Punctiforme Convexe Lobé 1.4mm | Lisse Beige Opaque Créme
KM S17 Punctiforme Elevé Régulier 1.5mm | Lisse Beige Opaque Creme
KF S18 Filamenteuse | Plan Filamenteuse | 2mm Rugueuse | Beige Opaque Séche
KF S19 Punctiforme Plan Ondulé 2mm Lisse Beige Opaque Créme
KF S20 Irréguliére Elevé Régulier 2,3mm | Lisse Beige Opaque Creme
KH S21 Irréguliére Bossue Régulier 2mm Rugueuse | Blanche | Opaque Séche
KH S22 Irréguliére Bossue Régulier 1,2mm | Rugueuse | Blanche | Opaque Séche
KT S23 Circulaire Bossue Ondulé 3mm Rugueuse | Blanche | Opaque Séche
KM S24 Filamenteuse Bossue Ondulé 3mm Rugueuse | Blanche | Opaque Séche
KT S25 Circulaire Convexe Ondulé 2mm Lisse Beige Opaque Créme
KT S26 Irréguliére Convexe Ondulé 2mm Rugueuse | Blanche | Opaque Creme
KM S27 Punctiforme Bombé Ondulé 2mm Lisse Beige Opaque Créme
KM S28 Irréguliére Convexe Lobé 2mm Lisse Beige Opaque Créme
KM S29 Circulaire Convexe Lobé 2mm Lisse Beige Opaque Créme
KM S30 Punctiforme Convexe Ondulé 2mm Lisse Beige Opaque Créme

K : Kenadsa ; KT : Tinaser ; KH : Hmira ; KF : Feggous ; KM : Hamriya.
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Figure 05 : Aspect macroscopiques des isolats A, B, C, D, E, F.
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02. Résultats de coloration de Gram et le test de KOH

Le but de ce test est de distinguer entre les bactéries Gram+ et bactéries Gram-.

Les résultats représentent 4 souches a Gram négatif de couleur rose et 26 souches a Gram
positif de couleur violet apres la réalisation de coloration de Gram (tableau 06). Les résultats
de test KOH confirment que les 26 souches sont a Gram (+) par la formation d’un filament

lorsque on élever I'anse et 4 souches a Gram (-) se traduisant par 1’absence de filament (figures
06).

Tableau 06 : Résultats de coloration de Gram et le test KOH.

Gram (+) Gram (-)

S1, S2, S8, S4, S5, S6, S7, S8, S9, S10, S11, S12, S21, S24.
S13,S14, S15, S16, S17, S18, S19, S20,
S22, S23, S25, 526,527,528, S29, S30.

Figures 06 : Résultats de test KOH.

03. Les tests des biochimiques
3.1.Résultats de test oxydase

Le test d’oxydase utilisée pour la recherche de I’enzyme cytochrome oxydase.

A partir de 30 isolats testés, nous avons obtenu8 souches oxydase positives se traduit par
I’apparition d’une couleur rouge violacée au bout de 10 secondes d’ajout du réactif N,
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Ndiméthyléne diamine (figures 07), Cependant, pour les 22 souches les colonies restent in
colores en indiquant une activité oxydase négative (tableau 07).

Tableau 07 : Résultats de test oxydase.

Oxydase négative Oxydase positive

S2, S4, S6, S10, S11, S12, S13, S14, S15, S1, S3, S5, S7, S8, S9, S26, S28.
S16, S17, S18, S19, S20, S21, S22, S23,
S24, S25, S27, S29, S30.

Figures 07: Résultats de test oxydase.

3.2. Résultats de test catalase

Les résultats du test de catalase montrent que 30 bactéries ont réagi positivement avec
le peroxyde d’hydrogéne (H202) par ’apparition des bulles aprés quelques secondes de
I’ajout de 1’eau oxygénée ce qui indique la présence de I’enzyme qui catalyse la dégradation
du peroxyde d’hydrogéne (H20.). Cependant aucune souche n’est catalase négative (figures
08).
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Figures 08 : Résultats du test catalase.

3.3. Résultats de test de mannitol mobilité

Les résultats obtenus sur la totalité de 30 souches, montrent que 29souches présentent une
acidification du milieu apres 48h d’incubation, d’ou le virage du rouge de phénol au jaune. Ces
29 souches utilisent le mannitol, par contre une souche S8 est mannitol négatif dont le milieu
reste rouge similaire au témoin (figure09).

Concernant la mobilité, les bactéries mobiles sont diffusées a partir de la ligne verticale
d’ensemencement en créant des troubles, ce qui a été observé pour les 23 souches. En revanche,

07souches se sont uniquement développées le long de stries d’ensemencement elles sont
immobiles (tableau 09).

Tableau 08 : Résultats de test mannitol-mobilité

Mannitol négative

Mannitol positive

Mobilité négative

Mobilité positive

S8.

S1, S2, S3, S4,S5,56,57
S9, §10, S11, S12,S13
S14, S15, S16, S17,518
S$19,520,521,522,S23,
S24, 525,526,527,528

S529,S30

S5, S7, 812, 821,
S23, S26, S28.

S1, S2, S3, S4, S6, S8, S9,

S10, S11, S13, S14, S15,
S16, S17, S18, S19, S20,
S22, 524, S25, S27, S29,

S30.
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Mannitol négatif

- — oy

Figures 09: Résultats de test mannitol mobilité.

3.4. Résultats de I’utilisation de citrate

La croissance des bactéries et I’alcalinisation du milieu indiquent I’utilisation de citrate
comme une seule source de carbone qui se traduit par le virage de couleur du vert en bleu
(figure 10). Ce résultat a été constaté sur26souches apres 48h d’incubation, par contre 4 souches
sont dépourvues de citrate perméase et par conséquent elles sont incapables d’utiliser le citrate
comme une seule source de carbone, le milieu reste vert (tableau 09).

Tableau 09 : Résultats de test de citrate.

Citrate négative Citrate positive

S7, S15, S16, S21. S1,52,S3,54,55,56,S8,59,510,S11S,512,513,
S14,5S15,517,518,519,520,522,523,524,S25,

S26, S27, S28, S29, S30.
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Figures 10: Résultats de test citrate.

3.5. Résultats detest levane sucrase

Aprés 24h d’incubationdes 30 souches bactériennes sur le milieu levane en boites de
Pétri,17 cultures présententune activité levane sucrase positive parle développement des
colonies muqueuses abondantes et brillantes (figure 11), tandis que 13 isolats dépourvusde
I’activité levane sucrase(tableaul0).

Tableau 10 : Résultats de test levane sucrase.

Levane sucrase négative Levane sucrase positive

S2, 54, S5, S6, S7, S9, S10, S13,514,520, | S1,S3, S8,S11,S12, S15,S16,517,518,S19,
S24, 528, S30. S21,522,S23,S25, S26, S27, S29.

Positive

Figures 11: Résultats de test de levane.
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3.6. Resultats de test de la production d’indole

Aprées 48h d’incubation dans le milieu indole et I’addition de 3 gouttes de réactif kovacs
et la lecture sans agiter le milieu,les resultats ont montré D’apparition d’un anneau
rouge(figurel2) pour les 10 souches . Cette réactionsignife que les bactéries sont capables de
produire 1’indole et hydrolyser le tryptophane, ces bactéries sont indoles (+). Toutefois, pour

les 20souches I’anneau reste jaunece qui indiqueque les bactéries sontincapables de produire
I’indole sont a indole négatif (tableau 11).

Tableau 11 : Résultats de test d’indole.

Indole négatif Indole positif

S1, S2, S3, S4, S5, S6, S8, S10, S11, S12, | S7, S9, S19, S21, S25, S26, S27

S13, S14, S15, S16, S17, S18, S20, S22, S23,
S24. S28, S29, S30.

Indole positif

Figures 12: Résultats de test indole.
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3.7. Resultats de test de liquifaction gélatine

La gélatine peutétre incorporée dans milieu de culture afin de mettre en évidance sa
dégradation par certaines souches testées possédent la gélatinase. Apres 7 jours d’incubation
des souche sur le milieu gélatine, les souches ont été placées directement dans le réfrégirateur
a 4°C pendant 30min. Les résultats de I’ensemencement des différentes souches sur un milieu
gélatine montrent que toutes les souchestestées sont incapables de dégrader la gélatine et le

milieu ne devient pas liquide comme le témoin indiquant 1’absence de I’enzyme de gélatinase
(figurel3).

Figures 13: Résultats de test gélaténase.

3.8. Resultats de test nitrate réductase

D’apres les résultats obtenus pour les 30 souches étudiées dans le milieu bouillon nitraté
, qui permet de mettre en évidense la présence d’une enzyme du métabolisme énergétique: la
nitrate réductase, les 4 souches testées sont des bactéries dites nitrate réductase négatives apres
I’ajoutde la poudre de zinc (tableau 12). La coloration rouge signifie que la poudre de zinc a
réduit les nitrates en nitrites. L’absence de coloration chez 26 bactéries indique qu’elles sont
nitrate réductase positives.

Tableau 12 : Résultats de test nitrate réductase.

Nitrate réductase negative Nitrate réductase positive

S7, 515, S19, S21. S1, S2, S3, S4, S5,56,S8,59,510,S11, S12,
S13,514,516,517,518,S20, S22, S23,524,
S25, S26, S27, S28, S29,S30.
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3.9. Résultats de test oxydation/fermentation (Hugh et Liefson)

Les résultats obtenus aprés 24h d’incubation montrent quel19souches sont des bactéries
oxydatives par la respiration en utilisant la source principale d’énergie est la respiration.
L’oxygeéne moléculaire, ultime accepteur d’électron. L’acidification de milieu conduit au virage
du milieu au jaune (figure 14) en présence d’oxygéne par contre dans les 11 souches. Le milieu
reste vert, ce sont des bactéries qui n’utilisent pas le glucose en présence d’O; (Tableau 13).

Tableau 13 : Résultats de test d’oxydation.

Résultats d’oxydation négative Résultats d’oxydation positive

S5, S8, §12, S17, S19, S25, S26, S27, S28, | S1, S2, S3, S4, S6, S7, S9, S10, S11,
S29, S30 S13,S14,515,516,S18,S20,
S21,522,523,524.

Concernant le test de fermentation les résultats ont montré que24 souches testées isolés
sont des bactéries fermentatives : la fermentation c’est la voie d’attaque du glucose utilisé
comme source d’énergie en absence de dioxygene qui se traduit par une acidification du milieu
réveélée par le virage du bleu de bromothymol a sa teinte acide (jaune). Cependant, les6 souches
ne possedent aucun pouvoir de fermentation par absence de virage de milieu (Tableaul4).

Tableau 14 : Résultats de test de fermentation.

Résultats de fermentation negative Résultats de fermentation positive
S1, S3, S12, S14, S16, S17. $1,S2,S3, S4,S5,56,57,58,59,510,S11,S12,
S13,5S15,516,517,5S18,S20,
S21,522,S23,524,S25,
$26,527,528,529,S30.
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Figure 14 : Résultats de test Hugh et Liefson.

3.10. Résultats de test Triple Suger Iron.

Le Triple Suger Iron. est un milieu basé sur la fermentation du glucose, du lactose, du
saccharose et sur la production de Gaz et d’H2S. Il permet de voir si la bactérie est capable de
réduire le sulfate.

Aprés incubation de 24h les résultats montrent que parmi les 30 souches testées 28
souches sont a glucose positif se traduitune par acidification dans le culot qui donne une
coloration jaune dans le culot, et nous avons obtenu2 souches a glucose négatif se traduisent
par le culot qui reste rouge(figure 15).

Concernant les résultats de lactose et de sccharose les résultats ont révélé 20 souches
lactose/ sccharosepositif se traduit parune acidification dans le culot et dans la pente et nous
avons remarqué le virage de couleur de milieu de rouge de phénol au jaune. Cependant 10
souches restées ne présentent aucun virage de couleur de la pente et le culot.

Les résultats de H2S pour les 30 souches testé ont montre trois souches H2S positif se
traduit par laprésence d’un couleur noir au fond de tube(noircissement), et 27 souches H2S
négatif se traduit par I’absence de noircissement (figure 15).

Finalement, le gaz (CO2/ O2) nous avons obtenu une souche S1 produisant le gaz se
traduisant par un décollement de gélose, tandis que 29 souches ne produisent pas de gaz
(tableau 15).
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Figures (15) : Résultats de TSI.
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Tableau 15: Résultats de test Triple Suger Iron. Agar (TSI).

Saccharose

Lactose

Glucose

S1

+

+

+

S2

=S

S4

+
+

—+
—+

S5

S6

S7

+ + + + + +

S8

S9

S10

+ +

+ |+

S11

S12

S13

S14

S15

+ + + +

+ + + +

S16

S17

S18

S19

+ 4+ + + |+ [+

S20

S21

S22

+ +

+ +

S23

S24

S25

S26

S27

S28

S29

S30

+ + + + + + +

+ + + + + + +

+ + + + + + + +++
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4. Résultats de I’activité PGPR (tests enzymatiques)
4.1. Resultats de test activité amylolitique

Les résultats obtenus apres 1’ensemencement des diférentsisolatsmontrent que 17 souches
sont productricesd’amylase  exocellulaire induisant uneactivit¢ amylolitique par
I’hydrolysel’amidon (+)(figure 16).

Cependant,13 isolatsne sont pas des producteurs d’amylase et n’ont pas dégradé
I’amidonprésentdans le milieu (tableau 16).

Tableau 16 : Résultats de test d’amylase.

Amylase négative Amylase positive

S2, S4, S5, S6, S7,S9, S10,S13,S14,S20, | S1, S3, S8, S11,S16, S12,S15, S17, S18,
S24, 528, S30. S19, S21, S22, S23, S25, S26, S27,529.

Figures 16: Résultats de I’ amylase.
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4.2. Résultats de test d’activitépéctinolytique

Les résultats obtenus apres 1’encemencement des diférents isolats sur milieu péctine-agar
pendant 24h ont permis la mise en évidence de I’activitépectinolytique , confirmée par
I’apparition d’une zone claire autour de la colonie productrice, dont le diamétre estvariable .es
résultats permettent de considérer 15 isolats comme producteurs de pectinase. La production de
pectinase est apparue aprés 1’ajout de lugol (figure 17). En revanche 15 souches montrent
I’absence de la zone claire ce qui signifie ces bactéries sont pectinases (-)(tableau 17).

Tableau 17 : Résultats de test d’activité péctinolytique.

Péctinase négative Péctinase positive

S1, S5, S7, S8, S9, S13, S14, S18, S19, | S2, S3, S4, S6 ,S10, S11, S12, S15, S16,
S21, S22, 523,525,526 , S28, S30. S17, 520, S24, S27, S29.

Figure 17 : Résultats de péctinase.
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Les résultats de 1’étude physiologique et biochimique concernent la production de
catalase, oxydase,gélatinase, indole, manitole, acide organique, citrate, la réduction de nitrates
en nitrite, le types respiratoire, la mobilité, ansi que 1’activité enzymatique qui nous a permis
de constater une particularité de production d’une gamme trés diversifiée en enzymes chez les
souche isolées. Tous ces résultats sont résumer dans le (tableau 21)pour les 30 souches testées.

Les résultats étaient trés variables d’une région a une autres et aussi au sein de la méme
région, et méme d’une souche a une autres ce qui confirme la biodiersité de notre rhizosphére
et leur richesse par déffirentes genres.Nous avons obtenu 12 souches de genre Bacillus(40%)
et c’est le genre le plus dominant, puis Arthrobacter avec cing souches(17%), quatre souches
pour les deux genres Chromobacterium et Micrococcus (13%), deux souches pour
Azospirillum, et Azotobacter(7%), et finallement une seule souche pour Klebsiella(3%)( figure
18).

Azospirillum sp. klebsiella sp.
7% 3%

Azotobacter sp.
7%

Chromobacterium

sp.
13%

Figure 18 : Diagramme des pourcentages des genres obtenus apres la
caracterisation des souches.

En confrontant les premiers résultats morphologiques aux principaux caractéeres
biochimiques des isolats que nous avons obtenu, une identification préliminaire est obtenue
(tableau 18).
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Tableau 18:ésultats des tests biochimiques et physiologiques.

S1
S2
S3

sS4
S5
S6
S7
S8
S9
S10
S11
S12
S13
S14
S15

S16
S17
S18
S19
S20
S21
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S25
S26
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S28
S29
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+
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+ |+ +
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e e e e e e S S S S S S O
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Vi 4+

+

++ + |+

+ 4+

Nitrate
réductase

+

+ + |+ o+ o+

+ + o+

+ + |+ + |

e A A O o T

A,
organique

Leva-
ne

[P P I T B S R I S

Citrate
de
Simmons

+

+ 4+ + |+ ++ + T

+

DR

+

Géla-
tine

Péctin-
ase

+ + |+

Amylase

+ |+ + ++

Les espéeces
Arthrobacter
Chromobacterium
Arthrobacter
Chromobacterium
Micrococcus
Bacillus
Micrococcus
Bacillus

Bacillus
Chromobacterium
Azotobacter
Azospirillum
Bacillus
Arthrobacter
Bacillus

Arthrobacter
Arthrobacter
Azotobacter
Bacillus
Bacillus
Klebsiella
Bacillus
Chromobacterium
Azospirillum
Bacillus
Micrococcus
Bacillus
Micrococcus
Bacillus
Bacillus
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5. Sensibilités aux antibiotiques

Dans cette étude nous avons mis en évidanse de la sensibilité de 10 souches sélectionnés
parmi la collection ayant une bonneactivité enzymatique sur trois types d’antibiotiques
vancomycine, rifamycine, boldo Florine a différentes concentrations.

D’aprés 1’observation des colonies au niveau des trois concentrations a partir de 25%
jusgu'a 100%, les résultats ont montré la sensibilité des bacteries appartennant aux trois genres
a la rifamycine a savoir Chromobacter, Arthrobacter et 1 souche Bacillus se traduit par une
croissances dans les concentration 25% , et 50% puis une dimminuation de nombre des
colonnies jusqu’ al’absence de croisance ou la cocentration de rifamycine est de 100% par
contre trois genres étaient résistants 2 souches Bacillus, Azospirillum, Micrococcus ,en effet
de I’observation des colonies au niveau des trois concentrations apartir de 25% jusqu’a 100%.

En effet, les trois isolats sont résistants aux vancomycine et boldo Florine a des différentes
concentration se traduisant par une bonnes croissance similaire au témoin au niveau des la
boites de Pétri. Ces colonnies sont condensées et apparaissent comme un créme dans les traits
qui representents les concentrations 25%, 50%, 100%(figure 22).

Le genre Chromobacterium (S23) représente une meilleurs resistance au vancomycine a
25% avec une croissance abondantes des colonies 158 colonies puis le genre Micrococuss
(S26) qui s’accroit a 25%, 50%, 100% avec des nombres de colonies respectifs 80, 36, 30
colonies.

Les souches (S02), (S26), (S25), (S12) appartenant au genres respectifs
Chromobacterium, Micrococcus, Bacillus, Klebsiella ont une résistance approchée, les
souches Bacillus (S13) (S22) (S30) et Arthrobacter (S16) possédent une faible résistance. Ces
résultats révelent que la souche Chromobacterium (S04) I’espéce le plus sensible au
vancomycine avec ’obtention d’un faible nombre des colonies 32 sur la boite a 25% et
I’absence de la prolifération bactérienne a une forte dose 50%, 100%.

Concernant le boldo Florine les résultats montrent que le genre Chromobacterium c’est
le plus résistant avec une large croissance bactérienne, les genres Bacillus, Micrococcus,
Klebsiella, Arthrobacter possédent des résultats similaires a 50%, 100%.
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Tableaul9 : résultatsde sensibilité de certaines 10 souches au Vancomycine a des
différentes concentrations 25%, 50%, 100%.

Espéce 25% 50% 100% souches
Chromobacterium sp. |64 colonies | 1colonie 0 colonies S02
Chromobacterium sp. |32 colonies | 1colonie 0 colonies S04
Micrococcus sp. 80 colonies 36 colonies |30 colonies S26
Bacillus sp. 70 colonies | 66 colonies |5 colonies S25
Bacillus sp. 40 colonies |38 colonies | 1colonie S13
Bacillus sp. 52 colonies |47 colonies |0 colonies S22
Chromobacterium sp. | 158 colonies |2 colonies |0 colonies S23
Klebsiella sp. 60 colonies | 59 colonies |59 colonies S12
Arthrobacter sp. 52 colonies |5 colonies |0 colonies S16
Bacillus sp. 43 colonies | 20 colonies | 1colonie S30

™~

Nombre des colonies

160
140
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100

80
60
40
20

Vancomycine

i /_100%
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Figure 19 : Histogramme de sensibilité de 10 souches au Vancomycine a des différentes

concentrations 25%, 50%, 100%.
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Tableau 20: résultats de sensibilité de certaines 10 souches au Rifamycine a des

différentes concentrations 25%, 50%, 100.

Chapitre 111 : Résultats et Discussion

Espéce 25% 50% 100% | Souches
Chromobacterium sp. | 99 colonies 88 colonies | 80 colonies S02
Chromobacterium sp. | 88 colonies 84 colonies | 160 colonies S04
Micrococcus sp. 190 colonies 184 colonies | 89 colonies S26
Bacillus sp. 91 colonies 90 colonies | 26 colonies S25
Bacillus sp. 154 colonies | 63 colonies | 57 colonies 513
Bacillus sp 160 colonies | 120 colonies | 2 colonies S22
Chromobacterium sp. | 89 colonies 100 colonies | 110 colonies 523
Klebsiella sp. 120 colonies | 118 colonies | 110 colonies S12
Arthrobacter sp. 99 colonies 91 colonies | 89 colonies S16
Bacillus sp. 197 colonies | 180 colonies | 174 colonies S30
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Figure 20 : Histogramme de sensibilité de 10 souches au Rifamycine a des différentes
concentrations 25%, 50%, 100%.
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Tableau 21 : Résultats de sensibilité de certaines 10 souches au BD a des différentes

concentrations 50%, 100%.

Espéce 50% 100% | Souches
Chromobacterium sp. | 200 colonies | 120 colonies S02
Chromobacterium sp. | 150 colonies | 150 colonies S04
Micrococcus sp. 127 colonies | 120 colonies S26
Bacillus sp. 108 colonies | 100 colonies S25
Bacillus sp. 112 colonies |90 colonies S13
Bacillus sp. 116 colonies | 101 colonies S22
Chromobacterium sp. | 190 colonies | 189 colonies S23
Klebsiella sp. 119 colonies | 115 colonies S12
Arthrobacter sp. 139 colonies | 120 colonies S16
Bacillus sp. 141 colonies | 132 colonies S30
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Figure 21 : Histogramme de sensibilité de certaines 10 souches au BD a des différentes
concentrations 50%, 100%.
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Figure 22 : Reésultats de test sensibilité aux antibiotiques.
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Discussion

Les PGPR forment un groupe important des bactéries bénéfiques colonisant les racines
qui vivent dans la rhizosphere des plantes et le sol. Ces bactéries présentent des interactions
synergiques et antagonistes avec la microflore du sol et s’engagent dans un éventail d’activités
importantes des plantes, en facilitant  la tolérance aux stress biotiques et abiotiques et
soutiennent la nutrition des plantes hotes (Basu et al., 2021).

D’une maniére générale, cette étude avait comme objectifs d’isoler et de caractériser les
bactéries rhizosphériques non fluorescentes a partir de 4 cultivars de palmier dattier de la région
de kenadsa située a Béchar par des techniques classiques de microbiologie et de biochimie. Par
la suite, nous avons évalué les activités enzymatiques, 1’activit¢ PRGR des souches obtenues.
D’apres les résultats, nous avons pu identifier 30 souches bactériennes non fluorescentes.

Cette étude a révelé diverses souches lors de I’isolement et de la caractérisation. D’apres
les résultats, noud avons pu identifier 30 souches bactériennes non fluorescentes ces souches
représentent probablement de nombreuses especes bactériennes dans la rhizosphere qui ont été
qualifiées comme étant PGPR, Notamment des bactéries appartenant aux 7 Genres probables
Bacillus, Azotobacter, Azospirillum, Arthrobacter, Micrococcus, Chromobacterium et
Klebsiella. Nous avons obtenu 12 souches de genre Bacillus, 2 souches pour les deux genres
Azotobacter et Azospirillum,5 souches de genre Arthrobacter, et 4souches pour les deux genres
Micrococcus et chromobacterium, une seule souche de genre Klebsiella. Des résultats
semblables des genres obtenus ont été obtenus par (Mohanty et al.,2021).

En effet, parmi les souches obtenues, les 5 bactéries suivantes : S1, S3, S14, S16, S17
appartiennent au genre Arthrobacter de la famille des Micrococcaceae. La morphologie des
cellules est variable selon les conditions de culture (batonnets a coccoide), sont des bactéries a
Gram positif, catalase (+), oxydase (-) nitrate réductase (-), n’utilisent pas le citrate comme une
seule source de carbone et ne produisent pas I’indole. Nos résultats sont semblables aux
résultats de (Naserlotfie et al.,2022).

Les résultats des tests réalises des 4 souches S5, S7, S26, S28 ont montré des colonies
bombées. La morphologie des cellules est coccoide avec une surface lisse, sont des bactéries
a Gram positif, catalase positive, oxydase positif et immobile. Ces souches appartiennent au
genre Micrococcus, nos résultats sont semblables aux résultats décrits par (Andriani et
al.,2017).

Les résultats permettent de considérer ces souches: S2, S4, S10, S23 comme
Chromobacterium ces bactéries sont a Gram (+), catalase (+), oxydase, indole, et citrate (-
), ces resultats sont similitude au celle de (Soars et al., 2019).
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Les 12 souchesS6, S8, S9, S13, S15, S19, S20, S22, S25, S27, S29, S30 ont montré des
colonies, lisses, plates, frequemment circulaires, avec des bords irréguliers, de couleur créme
ou blanc ou jaunatre de forme batonnet, a Gram positif, aérobies ou anaérobies facultative,
catalase positif, lactose positif, glucose positif, saccharose positif, nitrate réductase positif,
péctinase positif, amylase positif ces bactéries appartiennent a ’espéce Bacillus spp. Des
résultats comparables ont été décrits par (Meddaseseyyidalietal.,2020).

Les 2 souches suivantes S12 et S24 ont montré des colonies blanches & Gram negatif,
catalase positive, citrate positive, glucose positive, nitrate réductase positive, fermentation
négative ; appartiennent au genre Azospirillum. Nos résultats obtenus sont en concordance avec
ceux de (Pereiraet al., 2020).

D’autre part, les 2 souches S11, S18 ont montré des colonies a Gram négatif, catalase
positif, citrate positif, aérobie, mobile. Elles appartiennent 1’espéce Azotobacter spp. Ces
résultats sont comparables a ceux décrits par (Sumbul et al.,2020).

La souche S21 appartenant a I’espéce Klebsiella sp. Selon (Denis et al.,2016) qui a révélé
que cette espéce Gram négative utilise le citrate, produit 1’indole et capable de fermenter le
saccharose. Ces résultats sont en concordance avec notre étude.

Dans cette étude, nous avons exploré les activités enzymatiques des souches S6, S8, S9,
S13, S15, S19, S20, S22, S25, S26, S27, S29appartenant au genre Bacillus, en détectant leurs
capacités a produire I’amylase et la péctinase confirmée par 1’apparition d’une zone claire
autour de la colonie productrice, suggérant que ces souches pourraient produire ces enzymes
avec des activités élevées. Nos résultats sont similaires a ceux de (Zheng et al.,2021).

Les 2 souches suivantes S11, S18 appartenant au genre Azotobacter et la souche S21
appartenant a 1’espece Klebsiella sp ont été testées pour leur capacité a produire des enzymes
hydrolytiques péctinase. Les résultats montrent que les souches testées sont capables de
synthétise le pectinase similaires a ceux de (Hataf AA Alsalim.,2019) dans le but d’améliorer
la croissance des plantes.

Les souches S5, S7, S26, S28 appartenant au genre Micrococcus sont des bacilles
producteurs d’amylase ont été identifiés sur la base des tests biochimique ces résultats sont
comparables a ceux décrits par (Musinkelel et al.,2016).

Les 5 bactéries suivantes : S1, S3, S14, S16, S17 appartiennent au genre Arthrobacter

sont capable d’hydrolyse le péctine et I’amidon. Ces résultats sont en concordance avec 1’étude
(RamyaKrishan et al., 2016).

D’apres les résultats obtenues de la sensibilité des genres suivants Bacillus, Micrococcus,
Klebsiella, Chromobacterium, Arthrobacter a la vancomycine, rifamycine et boldo Florine,
nous avons constaté que la vancomycine détruit progressivement les genres Bacillus (S22),
Chromobacterium(S23) et Arthrobacter(S16), une ou aucune colonies est présente a la
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Chapitre 111 : Résultats et Discussion

concentration 100%tandis que Klebsiella(S12) résiste a la vancomycine avec 59 colonies
présente a la concentration 100%.

Concernant la rifamycine est un antibiotique moins efficace que la vancomycine mais les
genres Bacillus (S22) et Micrococcus(S26) reste toujours sensible a cet antibiotique, avec le
genre Bacillus(S22) c’est le plus sensible avec une étroite croissance bactérienne avec a nombre
des colonies 2 & concentration 100%.

Dans notre étude nous avons remarqué qu’Azotobacter est une bactérie résistante a
différents antibiotiques tel que vancomycine et rifamycine et nos résultats similaires a ceux de
(Alka sagar et al.,2022).

En revanche, selon (Casfm Bonnet et al.,2019), les espéces Bacillus Spp. et
Micrococcus sont toujours sensible a vancomycine et la rifamycine. Ces résultats sont en
concordance avec notre étude.

L’espeéce de Klebsiella spp. Devient de plus en plus résistantes aux antibiotiques, y
compris vancomycine (Collingwood et al., 2020), ce qui correspond a résultats obtenus.

Les quatre principaux modes de résistance de Klebsiella spp. A la vancomycine
sont I'imperméabilité, I'inactivation enzymatique, la modification de la cible de I'antibiotique et
I'efflux actif. La cible des antibiotiques au niveau de la paroi bactérienne est un constituant
indispensable a la bactérie : le peptidoglycane.
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Conclusion

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 pathogénes.

En effet, I’ensemble de ces bactéries PGPR bénéfiques regroupées sous le terme des
rhizobactéries, joue un role important dans la croissance et I’amélioration des espéces végétales

par divers effets directs et indirects.

Dans ce travail, nous avons étudié 30souches bactériennes isolées de la rhizosphere du
palmier dattier de la région de kenadsa a Bechar, en caractérisant leurs propriétés
morphologiques (Gram, formes des bactéries, la taille surface et 1’¢lévation ...), ensuite, une
caractérisation biochimique a été réalisée par différents tests comme la catalase, oxydase, nitrate
réductase, oxydo-fermentation. De plus, nous avons déterminé les bactéries qui présentent une
capacité a dégrader des composés complexes comme la pectine, I’amidon, la gélatine et ’acide
organique. Enfin, la détermination de la sensibilité aux antibiotiques de type vancomycine,

rifamycine et boldoflorine a été réalisée in vitro.

La caractérisation macroscopique, biochimique et physiologique de cette flore bactérienne a

permis de classer d’une maniére préliminaire les isolats obtenus aux genres probables suivants :

Cing souches du genre Arthrobacter, 2 souches Azotobacter., 2 souches d’Azosporilum, 4
souches Chromobacterium.Et4 souches du genre Micrococcus une souche appartenant au genre

Klebsiella, avec une dominance de genre Bacillus représenté par 12 souches.

D’aprés notre étude nous avons constaté une bonne activité péctinolytique chez la
majorité des souches testées : Arthrobacter., Chromobacterium., Micrococcus., Bacillus.,
Azotobacter. Et Azosporillum. De plus, les souches étudiées des genres Arthrobacter,

Micrococcus, Bacillus, Klebsiella et Azosporillum ont la capacité de produire I’amylase.

Selon les résultats des recherches précédentes, les rhizobactéries (PGPR) représentent
une bonne source de différentes enzymes qui peuvent étre utilisées dans divers domaine tels
que I’industrie alimentaire humaine et animale, les détergents pour lessives, 1’industrie des

tanneries et I’industrie pharmaceutique, etc.
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Conclusion

Notre travail a révéler I’aptitude de genre Bacillus de résister aux trois antibiotiques c’est le
genre le plus performant. les bactéries des genres Chromobacterium, Micrococcus , Bacillus ,
Azosporillum et Arthrobacter ont pu également résister aux antibiotiques vancomycine et

boldoflorine, ces bactéries possédent une sensibilité vers la rifamycine sauf le genre Bacillus.

L’ensemble des tests effectués et les résultats obtenus montrent une grande importance a ces

souches et ouvre plusieurs perspectives pour continuer ce travail.
Dans le but de progresser dans cette étude, il serait souhaitable dans les prochains travaux :

» De confirmer le non pathogénicité des souches endophytes par le test d’hypersensibilité
sur le tabac.

» D’identifier ces souches par des méthodes de biologie moléculaire.

» D’élucider les mécanismes par lesquelles les PGPR stimule la croissance et protége les
plantes.

» D’étudier la capacité de ces souches a améliorer la croissance des plantes dans des sols
basiques. D’étudier 1’effet des souches directement sur les plantes.

» D’étudier la capacité des souches a dégrader les pesticides et a développer la croissance

des plantes dans des régions contaminées.
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Annexes

1. Composition de milieu urée- indole (Freney et al.,1992)

Peptone..........coovviiiiiiiii 20.0g
Nacl oo 5.0g
Eau distillé .............cceriieeeeeee. 1000 ml

Dans un flacon de 1l contient 1’eau distillée ajouter les produit (peptone 20g/ NACL 5g) et

agitée le tous ensuivent auto claver a une température 120C° pendant 20minutes, laisser

refroidir suffisamment pour pouvoir couler dans les biotes.

2. Composition de milieu Hugh et Leifson (Hugh et Leifson.,1953)

Bacteriotryptophane........................ 2.0g

Phosphate de potassium dibasique...... 0.3g

Chlorure de sodium........................ 5.0g
Bleu de bromothymol..................... 0.03g
D (+) -glucose.......cooevviiiinininnnn.n. 10.0g
Agar....oooiiii 3.0g
Eau distillé ..................c.u............2000 Ml

Apres autoclavage a une température 121C° pondant environ 20 minutes, le milieu es laisser

refroidir suffisamment pour pouvoir les repartir en tubes.

3. Composition de milieu levane (Schaad, 1988)

Schaad, N.W., (1988). Laboratory guide for identification of plant pathogenic bacteria,

Bacterial. Commit. Amr. Phytopath. Soc. Minesot

Extrait de levure................... .. 2.0g
Bacteriopeptone..................... 5.0g
Saccharose............cc.oeviiinnnn. 50.0g
Chlorure de sodium.................. 5.0g
Agar bactériologique............... 20.0g
Eau distillé .........ccouvuenennnnen. 1000 ml
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Apres autoclavage a une température 121C° pondant environ 20min, le milieu est laisse a

refroidir suffisamment pour pouvoir le couler en biotes de pétri.

4. Composition de milieu d’acide organique Milieu M9 : (Trivedi et al., 2013).

Na2HPO4.........ccoviiinenn, 6.0g
KH2PO4.......cooiiiin 4.0g
MgSO4 ... 2.0g
Kelooooiii, 0,1g
Agar.......oooiiiiiiiii, 2.0g
Eau distillé ..................... 1000 ml

5. Composition de milieu de gélatine (Schaad, 1988)

Extrait de viande............... 3.0g
Peptone............coooiiii 5.0g
Gélatine ...................eee. 120.0g
Eau distillé ..................... 1000 ml

Apres chauffage de milieu verser 5ml de dans chaque tube, ensuit mettre I’ensemble des tubes

dans ’autoclave, puis laisser les tubes pour refroidir.

Les milieux de mannitol mobilité et citrate de Simmons et nitrate réductase sont déja
préparer.

6. Composition de milieu gélose nutritive

Extrait de viande .................... 019
Extraitde levure ..................... 029
Peptone...........ooeiiiiiiiiin.. 059
Chlorure de sodium.................. 05¢g
Agar......coooiiiiii 159
Eau distillé ..................... 1000 ml
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7. Composition de milieu gélose Muller — Hinton :(MUELLER J.H. and HINTON J.
1941))

Peptone............cceeviiiinii. 03g
Hydrolysat e caséine............ 17.59
Agar......oooiiiiii 15¢g
Ca 20-25g
MO e, 10-12.5¢g
Eau distillé ..................... 1000 ml

8. Composition de milieu d’activité amylolytique (Gupta R et al 2003)

Extrait de beeuf.................. 3.0g
Peptone.............coooeiinnl. 5.0g
Amidon soluble.................. 2.0g
Agar.......ooiiiiiiiiii 15.0g
Eau distillé ..................... 1000 ml

9. Composition de milieu d’activité pectinolytique (Martinez-Trujilo et al, 2011).

Milieu pectine-agar PH=7

Pectine..............oooiiiiiinnl. 50
Extrait de levure................... 59
Agar......o.ooiiiiii 209
Eau distillé ..................... 1000 ml
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1. Matériels biologiques

Cette expérimentation consiste a travailler sur les isolat bactériens.de la rhizosphere du palmier

dattier

2. Matériels non biologiques

Verrerie et accessoires

Appareillage

- Fioles

- Tubes a essaies stériles
- Becher

- Pince

- Boites de pétri

- Erlen Meyer

- Les pipettes pasteurs
- Micropipettes

- Papier filtres

- Lames et lamelles

- Des paires des gants
- Les billes en verre

- Les seringues

- Spatules

- Un panier

- Bavette

- Bistouri

Etuve des stérilisations
Balance

Autoclave

Agitateur vortex

Bec benzéne

La lampe UV

Ph meétre

Four pasteur
Réfrigérateur
Microscope
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