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Résumeé :

Titre : Contribution a I'étude de la microflore bactérienne bénéfique isolée

de plantes cultivées.

Cette étude est portée sur un criblage apreés l'isolement de bactéries rhizosphériques a partir
de la rhizosphére de deux plantes cultivées : le Moringa dans la région d'Adrar et le Colza
dans la région de Ouamri, sur milieu GN et KB. 45 isolats bactériens ont été sélectionnés
apres purification et description macro-morphologique, et ils ont subi le test
d'hypersensibilité sur tabac. Seuls les 30 isolats qui n'‘ont pas présenté de nécroses
(saprophytes) ont été soumis a une confrontation vis-a-vis des champignons phytopathogenes
(Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici, Fusarium oxysporum f.sp. pisi et Fusarium
oxysporum f.sp. lini). Cette confrontation a révelé l'existence de 13 isolats performants
présentant une action antifongique, avec des taux d'inhibition allant de 42.5% a 87%. Une
deuxieme confrontation vis-a-vis des bactéries phytopathogénes (Erwinia amylovora et
Agrobacterium tumefaciens) nous a révéleé I'effet antibactérien de 17 isolats, avec des zones
d'inhibition variant entre 14 mm et 80 mm. Il est a signaler que les isolats antagonistes
obtenus ont présenté une variabilité vis-a-vis des agents phytopathogenes (aucun isolat n'a
présenté un antagonisme vis-a-vis de tous les agents phytopathogénes testés). Une autre étude
a porté sur I'évaluation de la levée de germination des graines de tomate variété Rio Grande
bactérisées avec les isolats saprophytes. Les résultats ont été variables, mais la majorité des
isolats (AFI1, AFI4, AFI7, AFI8, AFI9, AFII1, AFII5, ASIIB, ASIG, ASIH, ASIJ), ASIL,
ASIIB, ASIIG, ASIIH, ASIIN, ASIIP et ASI 1) ont présenté un taux de germination allant
jusqu'a 100%, par rapport au témoin non bactérisé. On a également remarqué que certains
isolats n'ont montré aucune activité de stimulation de la germination (AFI2, AFII2 et ASIF)
par rapport au témoin non bactérisé. Concernant la caractérisation générique, 21 isolats
présentaient une réaction Gram négative, une forme bacille et un test de KOH positif (sauf les
isolats AFI6 et AFI7 qui ont donné une réaction négative), tandis que seulement 09 isolats
étaient Gram positifs, avec un test de KOH négatif et des formes variables. Pour le test de
catalase, toutes les souches ont montré une réaction positive, a I'exception de deux souches
(ASIB et ASID) qui ont donné une réaction négative. En ce qui concerne le test d'oxydase, 20
isolats ont présenté une réaction positive, tandis que 10 isolats ont présenté une réaction
négative. Dans le cadre de l'identification des especes et vu le manque de moyens, seuls les
isolats AFII1 et AFI8 isolés de la rhizosphére de Moringa, ainsi que ASIIB qui a été isolé de
la rhizosphere de Colza (qui ont présenté des résultats intéressants en termes d'antagonisme et
de levée de germination et qui étaient Gram négatifs), ont été sélectionnés pour
I'identification biochimique par galeries APl (20E et 20NE). Ces tests ont révélé que AFII1
appartient a I'espéce Pseudomonas spp , que l'isolat AFI8 appartient a I'espece Aeromonas
spp, alors que ASIIB appartient a Burkholderia spp.

Mots clés : rhizosphere, Moringa, Colza, biocontréle, biostimulation.



Abstract:
Title : Contribution to the study of beneficial bacterial microflora isolated

from cultivated plants.

This study focused on a screening after the isolation of rhizospheric bacteria from the
rhizosphere of two cultivated plants: Moringa in the Adrar region and Rapeseed in the
Ouamri region, on GN and KB media. 45 bacterial isolates were selected after purification
and macro-morphological description, and underwent the hypersensitivity test on tobacco.
Only the 30 isolates that did not show necrosis (saprophytes) were tested against
phytopathogenic fungi (Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici, Fusarium oxysporum f.sp. pisi
and Fusarium oxysporum f.sp. lini). This comparison revealed the existence of 13 effective
isolates with antifungal action, with inhibition rates ranging from 42.5% to 87%. A second
comparison with phytopathogenic bacteria (Erwinia amylovora and Agrobacterium
tumefaciens) revealed the antibacterial effect of 17 isolates, with inhibition zones ranging
from 14 mm to 80 mm. It should be noted that the antagonistic isolates obtained showed
variability with respect to the phytopathogenic agents (no isolate showed antagonism with
respect to all the phytopathogenic agents tested). Another study assessed the germination
emergence of Rio Grande tomato seeds bacterised with saprophytic isolates. The results were
variable, but the majority of isolates (AFI1, AFl4, AFI7, AFI8, AFI9, AFII1, AFII5, ASIIB,
ASIG, ASIH, ASIJ, ASIL, ASIIB, ASIIG, ASIIH, ASIIN, ASIIP and ASI 1) showed a
germination rate of up to 100%, compared with the non-bacterised control. It was also noted
that some isolates showed no germination stimulation activity (AFI2, AFII2 and ASIF)
compared with the unbacterised control. With regard to generic characterisation, 21 isolates
showed a Gram-negative reaction, a bacillus form and a positive KOH test (except for
isolates AFI6 and AFI7, which gave a negative reaction), while only 09 isolates were Gram-
positive, with a negative KOH test and variable forms. For the catalase test, all strains
showed a positive reaction, with the exception of two strains (ASIB and ASID) which gave a
negative reaction. For the oxidase test, 20 isolates showed a positive reaction, while 10
isolates showed a negative reaction. For the purposes of species identification, and given the
lack of resources, only isolates AFII1 and AFI8 isolated from the rhizosphere of Moringa,
and ASIIB which was isolated from the rhizosphere of Rapeseed (which showed interesting
results in terms of antagonism and sprout emergence and which were Gram negative), were
selected for biochemical identification by API galleries (20E and 20NE). These tests revealed
that AFII1 belongs to the species Pseudomonas spp, that isolate AFI8 belongs to the species
Aeromonas spp, while ASIIB belongs to Burkholderia spp.

Key words: rhizosphere,Moringa, Colza, biocontrol, biostimulation.
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Introduction



Les systéemes de production alimentaire et agricole du monde entier, sont actuellement en

face des défis sans précédent en raison de divers facteurs, tels que: I’augmentation de la
demande d’aliments due a I’explosion démographique, les impacts négatifs due aux
changements climatiques, la surexploitation des ressources naturelles et la diminution
significative des terres agricoles a cause de I’'urbanisation et I’industrialisation (Niamat et al.,
2019;FAOSTAT 2023). Pour cela, il est devenu difficile d'augmenter la superficie disponible
pour I’exploitation agricole, ce qui a obligé les agriculteurs a avoir recours a une agriculture
intensive et une utilisation abusive de molécules chimiques tels que les engrais et les
pesticides (Godfray 2010;Qudsia et al., 2021). Tout cela a engendré des effets indésirables
(Anthony et al., 2009) sur I’environnement (Elmholt, 1991), la biodiversité (Giller et al.,
1997) et la santé des consommateurs (Huang et al., 2005).
Afin de résoudre ces problémes, il est crucial d'adopter des pratiques agricoles moins
agressives et plus respectueuses a la nature et a I'environnement (Qudsia et al., 2021). Dans
ce contexte, des approches biotechnologiques telles que I'exploitation des microorganismes et
leurs biomolécules actives d'interéts offrent des solutions alternatives stables et durables par
rapport a l'utilisation des molécules chimiques (Dobbelaere et al., 2003). Ces derniéres
années, beaucoup de travaux ont porté sur I’exploitation des microorganismes tels que les
bactéries qui colonisent la rhizosphere des plantes cultivées et sur leur activitées bénéfiques
vis a vis de la croissance et la protection de ces derniers. Tout cela afin d'arriver a augmenter
la production quantitativement et qualitativement et assurer une sécurité alimentaire pour le
consommateur (Munees et al., 2013; Vittorio et al., 2016; Ansari et al., 2021; Abulfaraj
et al., 2021; Mudasir et al., 2023).

La rhizosphére, originalement définie par Hiltner en 1904, correspond a la zone du sol qui
entoure les racines des plantes et qui est influencée par la présence d’une diversité de
microorganismes notamment les micro-algues, les protozoaires, les champignons et les
bactéries (Raaijmakers, 2009). Pour cela, elle constitue un lieu d'interactions mutuelles entre
le sol, les microorganismes et les racines des plantes (Kridi 2011). Effectivement, les
systémes racinaires ont la capacité de modifier a la fois leur environnement abiotique et
biotique en libérant dans la rhizosphere des composés de différentes natures qui servent de
sources d'énergie pour les communautés microbiennes (Bias et al., 2004).

Ce processus de libération de composés organiques est appelé rhizodéposition, tandis que les
composes libérées sont connues sous le nom de rhizodép6ts ou exsudats racinaires, on peut
citer les sucres, les acides organiques, les acides aminés et d’autres résidus métaboliques ...
(Shammot 1968; Cheng et al., 1994). Elles ont un réle dans la communication avec la
microflore microbienne de la rhizosphére (vettorio et al., 2016) ce qui a été consideré
comme un atout essentiel dans l'expression de diverses fonctions métaboliques et
physiologiques, et a qui on a donné le nom de quorum sensing (QS). Généralement, les
rhizobactéries utilisent ce mécanisme pour réguler la production de métabolites secondaires
qui sont actifs dans le sol (Hamdan et al.,1991; Mazzola.et al., 1992; Wood et al., 1997;
Chin-A-Woeng et al., 2003; Wang et al., 2005). Ce qui permettra de coordonner leurs
activités et de répondre de maniére adaptative aux conditions environnementales, favorisant
ainsi leur survie et leur compétitivité dans la rhizosphere. Effectivement, ce processus repose



sur la production et la sécrétion d'une molécule appelée acyl-homosérine lactone (AHL)
particulierement chez les bactéries a Gram négatif tels que Aeromonas et Pseudomonas
(Fuqua et al., 1994; Salmond et al.,1995; Fuqua et al., 2001; Whitehead et al., 2001;
Withers et al., 2001; Bassler 2002). Effectivement le genre Pseudomonas (bacille, aérobie et
mobile) utilise le quorum sensing comme mécanisme de détection et de régulation de
certaines caractéristiques qui peuvent influencer leur persistance et leur viabilité dans le sol
car ces derniers sont connues comme etant trés performante dans la compétence et la
colonisation rhizosphérique (Bell-Perkins et Lynch, 2002; Fonseca 2003; Fonseca 2004).
Ce qui permet de les considérer comme étant des bactéries ayant la capacité d’améliorer la
croissance des plantes et font partie du groupe de bactéries connues sous le nom de bactéries
stimulatrices de la croissance végétale, ou Plant Growth Promoting Rhizobacteria (PGPR)
(Goudaa et al., 2018; Umar 2020).

Selon Kloepper et al. (1989), les PGPR sont des bactéries bénéfiques pour les plantes, car
en interagissent avec d'autres communautes microbiennes présentes dans la méme zone
rhizosphérique et avec les racines des plantes pour améliorer directement la croissance de la
plante et indirectement la protection de cette derniere (Antoun et Prévost, 2005). Pour cela,
elles sont considérées comme des biofertilisants et biopesticides efficaces pour améliorer et
proteger les rendements des cultures (Biswas et al., 2000; Asghar et al., 2002; Bashan et
al., 2004). Effectivement, des études ont montré que les bactéries Gram négatives
d'Azospirillum, Azotobacter et Pseudomonas, par exemple, ont un impact positif sur la
germination des semences (Shaukat et al., 2006) ; sur la physiologie des plantes, en
favorisant la croissance et I’augmentation du nombre des racines et des poils absorbants ce
qui va permettre la bonne nutrition de la plante et de ¢ca augmenter le rendement de cette
derniére (Glick, 1995; Journer et al., 2005). Ces microorganismes contribuent a
I’augmentation de la disponibilité des nutriments tels que l'azote qui est I'un des éléments
vitaux pour la croissance des plantes et pour d’autres activités métaboliques mais ce dernier
est présente en quantité tres faible dans le sol ce qui le rend indisponible pour la plante
(Persello-Cartieaux et al., 2003; Dixon 2004). Pour satisfaire ces besoins, cette derniére fait
appel a divers micro-organismes ayant le pouvoir de fixateur d'azote atmosphérique (grace a
la nitrogénase) et qui vivent dans la nature et leur capacité a fixer I'azote peut remplacer les
engrais commerciaux (Ladha 1997; Raymond 2007). Les microorganismes fixateurs d'azote
peuvent étre regroupés en deux catégories : les symbiotiques, qui établissent une relation
mutualiste avec les plantes tels que les especes Rhizobium (Gram négatif, aérobie et mobile)
et Frankia (Gram positive , non mobile et aérobie), et les non symbiotiques, qui sont des
organismes indépendants tels que les Azospirillum (mobile et aérobie facultative), et les
Azotobacter (mobile et aérobie stricte) (Zahran, 2001; Bhattacharyya, 2012; Ali,
2017;Umar, 2020). Le méme probléme se pose pour un autre oligo-élément chez la plante,
c’est le phosphore : bien que ce dernier soit abondant dans la plupart des sols, il n'est pas
disponible sous une forme utilisable pour les plantes (Sharma 2013). Les PGPR augmentent
aussi la disponibilité du phosphore dans le sol en favorisant la minéralisation du phosphore
organique dans le sol (Loper 1986). Ces micro-organismes modifient le pH du sol en
produisant divers acides organiques et inorganiques ainsi que d'autres métabolites par un
mécanisme connu sous le nom d'acidification de la rhizosphere. Certaines espéces de PGPR
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comme les Gram négatives Rhizobium, Pseudomonas et les Gram positives telle que les
espéces du genre Bacillus sont considérées comme des solubilisateurs de phosphate (PSB)
(Persello-Cartieaux et al., 2003;Umar 2020). De plus, les PGPR peuvent produire des
sidérophores lorsque le fer est limite, afin d'améliorer la capacité des plantes a absorber le fer
(Saha 2016). La production de sidérophores par les PGPR entraine une compétition pour le
fer dans la zone rhizosphérique, ce qui a pour effet de réduire la croissance des pathogenes ce
qui permet un bon développement de la plante (Reed 2015; Saha 2016). Les bactéries du
genre Pseudomonas sont les PGPR le plus connues par leur production des sidérophores
appelés pyoverdine qui sont composés d'une chaine peptidique d'acides aminés liée a un
chromophore fluorescent, ce qui confére aux souches de Pseudomonas leur caractéristique de
fluorescence distincte (Meyer et al., 1978; Maurer et al., 1982, Demange et al., 1987). Les
PGPR stimulent également la production de phytohormones appelées aussi régulateurs de
croissance des plantes. Ce sont des composés organiques favorisant la croissance des plantes
(Persello-Cartieaux et al., 2003; Damam 2016) et qui sont produits par la plupart des
especes appartenant a ce groupe tels que les Pseudomonas, Burkholderia et de Bacillus qui
sécretent des cytokinines, des gibbérellines, des inhibiteurs de la production d'éthyléne et
d'acide indole-3-acétique (AlA). Ce dernier est une phytohormone bien connue pour son réle
dans l'initiation des racines, la division cellulaire et I'elargissement des cellules (Salisbury,
1994; Isaneli et al., 2022).

Les PGPR sont aussi considérés comme des agents de lutte biologique idéaux en raison de
leur croissance rapide et de leur pouvoir colonisateur et compétitif au niveau de la
rhizosphére (Weller, 1988). Ils ont été étudies en tant qu'agents de biocontrdle vis-vis de
divers bioagresseurs du sol par beaucoup de chercheurs tels que Haas et Defago, 2005; Berg
et Smalla, 2009; Lugtenberg et Kamilova ,2009 ; Glick, 2012 ; Tariq et al., 2014. Les
PGPR utilisent le mécanisme biologique de la compétition pour l'espace afin d'éliminer les
phytopathogenes et continuer a la protection des plantes contre les maladies (Dommergues et
Mangenot, 1970; Shameer et Prasad, 2017). Pour cela, Elles produisent des antibiotiques
qui sont des composes organiques de faible poids moléculaire capable d'inhiber la croissance
ou les activités métaboliques des bactéries et d'autres micro-organismes (Duffy 2003).
Plusieurs souches de Pseudomonas produisent des antibiotiques, notamment le 2,4-
diacétylphloroglucinol (DAPG), I'amphisine, le cyanure d’hydrogene (HCN), la phénazine,
'oomycine A, la tropolone, la pyolutéorine, la tensine, la pyrrolnitrine et les lipopeptides
cycliques. D'autres bactéries a Gram positif telles que Streptomyces et Bacillus produisent
également des antibiotiques tels que la kanosamine, l'oligomycine A, la xanthobaccine et la
zwittermicine, qui ont des propriétés antibactériennes, antifongiques, antivirales et qui
généralement ont des effets cytotoxiques, phytotoxiques et antioxydantes (Abbas ., 2018). De
plus, les agents de biocontrdle peuvent produire une diversité d'enzymes tels que la chitinase,
la cellulase et la protéase qui peuvent avoir un role dans la lyse de la paroi cellulaire du
pathogene (Kobayashi 2002, Sadfi 2001.,Liu 2019 ). Les Bactéries Gram positives telles que
Bacillus licheniformis, Bacillus subtilis, et Bacillus thuringiensis ont une activité
chitinolytique et sont des candidats potentiels pour la lutte biologique contre les pathogenes
des plantes ( Neiendam .,1999). De plus, lorsqu'une plante interagit avec certaines
rhizobactéries non pathogénes, elle peut induire l'expression de mécanismes de défense
systémique, connus sous le nom de résistance systémique induite (ISR), qui renforcent sa
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capacité a se défendre contre les agents phytopathogénes. Plusieurs composants bactériens
tels que les lipopolysaccharides (LPS), les sidérophores et les lipopeptides cycliques ont la
capacité d'induire cette résistance systémique chez les plantes (Gupta et al., 2015; Shameer
et Prasad., 2017).

Ces dernieres années, les rhizobactéries font partie des candidats les plus étudiés dans le
domaine de la recherche agricole et biotechnologique et cela afin d’arriver a partir de
bactéries isolées de rhizosphere et étudier profondément (différent mécanisme d’action
résistance au différents stress hydrique thermique et salin) afin de formuler et produire des
biofertilisants et biopesticides assez performantes et efficaces pouvant étre des solutions
alternatives et respectucuses de I’environnement. Dans ce méme objectif, I’Algérie
s’intéresse actuellement a ce domaine et encourage nos chercheurs a produire ce type de
produit qui sera bien adapté au climat et aux sols algériens et qui permettra de réduire la
facture en devise de I’importation des engrais et des pesticides et de préserver le patrimoine
génétique de différents especes autochtones en voie de disparition. Notre travail rentre dans
cet objectif et porte sur une étude préliminaire pour isoler et sélectionner des bactéries ayant
des potentialités de biofertilisation et de biocontrole vis-a-vis des plantes et de leurs maladies.
Pour cela, on a procédé aux étapes suivantes :
> Isolement de bactérie a partir de rhizosphére de Moringa (région d’Adrar) qui est
connue sous le nom d'arbre de vie et qui présente une résistance a la secheresse et de
la rhizosphere de Colza (région de Ouamri — Médéa) qui est une plante annuelle
appartenant a la famille des Brassicacées et est principalement cultivée pour ses
graines, qui sont utilisées dans la production d'huiles alimentaires et industrielles.
> Realiser une série de tests afin de faire un criblage préliminaire, pour cela, on a réalisé
le test d’hypersensibilité au tabac, I’antagonisme in vitro vis-a-vis de cing souches
phytopathogenes et la levée de germination par bactérisation des semences de
tomates.
> Une caractérisation genérique et specifique pour certaines souches (selon la
disponibilité des produits) ayant des potentialités dans 1’antagonisme et la levée de
germination des semences.



Materiel et méthode



1) Objectif:
L’objectif de ce travail est de faire une étude préliminaire sur des bactéries isolées de la
rhizosphére des plantes cultivées (Moringa et Colza). Cette étude est réalisée pour voir 1’effet
antagoniste de ces bactéries vis-a-vis des agents phytopathogénes et de voir aussi leurs
activités de la levée de germination des graines.

2) Lieu et durée de travail:
Ce travail a éte realise durant la période allant du mois de février & la fin du mois de juin
2023, au niveau du Laboratoire de protection et valorisation des ressources agrobiologiques
(PVRAB), Département de biotechnologie et agro-écologie, faculté de science de nature et de
la vie (SNV), Université Saad Dahleb (Blida 1).

3) Sites de prélévement:
Les échantillons ont été prélevés a partir deux principaux régions:

a) Région d’ADRAR:

Adrar est une région saharienne localisée dans le sud-ouest du pays a environ 1543 km de
la capitale Alger. Elle couvre une superficie globale d’environ 427971 km? soit 19,97% du
territoire national (Dubost.,2002). Elle se situe entre les coordonnées géographiques
suivantes : une latitude de 0° 30" O a 0° 30' E, une longitude de 26° 30' N a 28° 00" N et une
altitude de 280 m au-dessus du niveau de la mer Méditerranée (Bellal ., 2016). Elle est
connue par I’aridité et la rareté des précipitations (Moussaoui ., 2016).

Dans les activités économiques, la région d’Adrar est connue surtout pour son exploitation a
I'énergie fossile tels que des gisements de gaz et de pétrole, mais ces derniéres années, elle a
connu une grande exploitation dans le domaine agricole (Slimani .,2022). (Figure 01)
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Figure 01 : Localisation géographique de la région de prélévement (découpage administratif algerie)



Le prélevement de notre échantillon de sol a été réalisé pendant la période de Février 2023
et a porté sur la rhizosphere de la plante Moringa Oleifera de 5 ans (voir annexe 01) étalée
sur une surface d’un demi-hectare et situé au niveau du centre de foresterie et de reboisement
de la wilaya d’Adrar (CFRA) qui situe entre les coordonnés géographiques suivants:
27°54'02.2"N O°17'17.8"W.

b) Région de OUAMRI (wilaya de Médéa):
Ouamri est une petite ville située dans la wilaya de Médéa (Figure 02) sur les monts de
Dahra, a environ 100 km de la capitale Alger; les coordonnées géographiques de Ouamri sont
les suivantes: une latitude de 36°15'51" N, une longitude de 2°45'14" E, et une altitude de
910 m par rapport au niveau de la mer (dateandtime.info). La région est connue pour son
climat méditerranéen caractérisé par des étés secs et chauds et des hivers doux et pluvieux
(ANIREF/Monographie de la wilaya de Médéa).

@ Algérie

Méedeéa

Figure 02: localisation géographique de la wilaya de Médéa

Le prélevement de notre échantillon de sol a été réalisé au niveau de la rhizosphere de la
plante Colza de 5 mois (voir annexe 02) étalée sur une superficie de 2000m? situé dans la
ferme EI-Si Daoui qui est localisée dans la ville de Ouamri - Médéa.

4) Matériels:
- Matériel non biologique: le matériel non biologique utilisé concernant:
l'appareillage, le petit matériel, la verrerie et les réactifs sont cités dans I’annexe 03.

- Matériel végétal: Le matériel végétal utilisé dans cette étude comprend une plante de
tabac pour le test d'hypersensibilité et des graines de tomate pour évaluer la levée de
germination. (tableau 01)


https://dateandtime.info/

Tableau 01: matériel végétal

Matériel végétal variété source
Plante de tabac (Nicotiana tabacom) Xanthi Laboratoire PVRAB, Université
Blida 1.

les semences de tomate (lycopersicun | Rio grande

esculentum) et non traitée)

(Certifié | ITCMI Staoueli

- Matériel microbien: pour avoir I’effet antagoniste des isolats, on a utilisé plusieurs

souches phytopathogenes (tableau 02)
Tableau 02: Matériel microbien

Souches phytopathogénes Plante hote Source

Erwinia amylovora (EMEA) néflier Laboratoire PVRAB,
Université Blida 1.

Agrobacterium tumefaciens (C58) Pommier Il

Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici. (G2) Les tomates laboratoire de mycologie,
Université Blida 1.

Fusarium oxysporum f.sp. pisi (R2F42) Les pois Il

Fusarium oxysporum f.sp.lini (F2) Le lin Il

5) Méthodes:

1. Echantillonnage

Pour que les préléevements soient représentatifs, cing échantillons du sol rhizosphérique des
plantes cultivés (Moringa et Colza) de chaque parcelle ont été prélevés de facon aléatoire.
Pour faire le prélevement, une spatule stérile a été enfoncée a proximité des racines a une
largeur et une profondeur allant de 15 a 20 cm (chan 2018). Ensuite, ils sont préservés dans
des boites en plastique stériles et stockés a une temperature de 4 °C dans le réfrigérateur du
laboratoire. Pour chaque échantillon réalisé la spatule est désinfectée pour assurer des
conditions aseptiques

2. Isolement des souches bactériennes
Faute de manque de produits et de boites, les échantillons prélevés de chaque région ont été
mélangés aléatoirement et un seul échantillon a été prélevé aléatoirement devant le bec
bunsen afin de procéder a I’isolement.

- Préparation de suspensions - dilutions:
Pour le premier échantillon prélevé de la rhizosphere de Moringa a Adrar , 10g de sol a été
prélevé a ’aide d’une spatule stérile et pesé sur une balance de précision, puis mis dans un
flacon contenant 90 ml d’eau distillée (EDS), et on a ajusté a 100 ml de volume totale si
nécessaire, c’est la premicre dilution qui correspond a la suspension mére (10-t). Le flacon



est ensuite agité manuellement pendant 10 a 15 minutes pour permettre aux microorganismes
se trouvant dans les particules de sol d'étre en suspension (Gouzou., 1992).

A partir de la suspension (10-1), un volume de 1 ml a été prélevé a I’aide d’une micropipette
et ajouté & une tube & essai contenant 9 ml d'EDS, c’est la deuxiéme dilution (1072) et on agit
a I’aide d’un agitateur des tubes. On poursuit la dilution jusqu’a 10-¢ (Daur et al., 2018).

La méme méthodologie a été réalisée pour I’échantillon prélevé a partir de la rhizosphére du
colza a Ouamri.

- Ensemencement
Pour I’ensemencement, nos échantillons ont été ensemencée dans deux milieux: milieu gélose
nutritive (GN) et le milieu king B (KB) (voir annexe 04).

a) Sur milieu GN: deux méthodes d’ensemencements ont été appliqué:

- Pour la premiére méthode, 0,1 ml de chaque dilution (102, 10-4 et 10°°) ont été
prélevés aseptiquement a I’aide d’une micropipette et déposés dans une boite de pétri
vide et stérile puis, on a coulé dessus le milieu GN liquéfier (en surfusion a 45 C°) et
on a fait des mouvements de huits pour homogénéiser la suspension avec le milieu,
c'est: ’ensemencement dans la masse afin de favoriser 1’apparition de la majorité des
germes (aérobiques et anaérobiques). et on laisse solidifier.

- Pour le deuxieme ensemencement, on a pris les tubes de 1073 et 10~° qu' on a mis dans
un bain marie a 80°C pendant 15 & 20 min, puis on a mis sous un jet d’eau froide
pendant quelque instant, c’est le choc thermique pour pouvoir isoler les germes
thermorésistants. Ensuite, a 1’aide d’une micropipette, on a prélevé de chaque
suspension un volume de 0,1 ml qu’on a étalé en surface du milieu et qu’on a étalée
grace a un étaloir, ¢’est I’ensemencement en surface afin de favoriser I’apparition des
germes aérobies.

b) Sur milieu King B:

- Le milieu King B a été utilisé en raison de sa capacite a favoriser la formation de
pigments et a induire la fluorescence des souches bactériennes telles que les
Pseudomonas. Pour cela, a ’aide d’une micropipette on a prélevé a partir des
dilutions (10-2, 10-4 et 10-6) un volume de 0.1 ml qu’on a mis a la surface des boites
qui contient ce milieu, puis on la étalé grace a un étaloir désinfecté a I’alcool et
flamber. Pour observer la production de la fluorescence, on a utilisé la lampe a UV.

Il est a noter que pour chaque dilution on a réalisé deux répétitions et que toutes les boites ont
été incubées a 30 C° pendant 48 heures.

3. Purification et conservation:
Aprés I’isolement, nous avons obtenu des boites hétérogénes pour cela on a procédé a
I’étape de la purification, en effectuant des repiquages successifs pour chaque colonie qui
nous intéresse. Ces derniers ont été réalisés par la méthode des stries en 3 quadrants. La



sélection est réalisée sur des criteres macro-morphologiques (forme, bord, élévation, aspect,
couleur et opacité).

Une fois que la purification est achevée (obtention de population homogene), on procede a la
conservation. On repique les souches pures dans des tubes inclinés contenant les milieux
d’isolement d’origine (KB et GN). Aprés incubation a 30 C°, les tubes ont été conservés a 4
Ce dans le réfrigérateur car le froid ralentit la croissance.

4. Test d’hypersensibilité:

Ce test nous permet de différencier entre les bactéries phytopathogénes et les bactéries
saprophytes. Pour cela, on utilise la plante de tabac (Nicotiana tabacom) variété Xanthi.

A laide d’une microseringue, une suspension bactérienne provenant d'une culture pure et
jeune avec une concentration de 108 UFC/mL déterminée par spectrophotométrie a A=600nm.
Ensuite, elle a été prélevée et injectée dans I'espace intercellulaire du limbe d'une feuille de
tabac et incubée a 28 C° pendant 72h. Un témoin négatif a été utilisé, il consiste a injecter de
I’EDS dans la feuille de tabac. Pour la lecture des résultats, I'apparition des zones nécrotiques
indique que la bactérie est phytopathogene alors que leur absence indique que la bactérie est
saprophyte (Klement, 1963; Schaad et al., 2001 ; Oulebsir et al., 2017).

5. Antagonisme microbien:
Dans le but de faire la sélection et le criblage des microorganismes ayant un pouvoir
antagoniste et vu le manque de moyens on a procédeé cette étape en premier.
Parmi les mécanismes d'action présents chez les souches bactériennes rhizosphériques
susceptibles d'étre sélectionnées a effet dans le biocontréle, on trouve l'antibiose. Dans le
cadre de cette étude, des confrontations ont été realisées entre les souches saprophytes isolées

et des souches phytopathogénes provenant d'une collection de laboratoire d’université de
(Blida 1) (voir tableau 2)

- Confrontation Bactérie - Champignon:

D'autres travaux ont consisté a utiliser les champignons phytopathogénes pour voir est ce
que les souches isolées a tester ont un pouvoir antifongique. Pour cela, on a utilisé des isolats
cryptogamiques a savoir Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici, Fusarium oxysporum f.sp.
lini et Fusarium oxysporum f.sp. pisi, responsables respectivement des fusarioses vasculaires
du tomate, du lin et du palmier dattier. La pureté des isolats fongiques a été vérifiée apres
repiquage sur milieu gélosé potato dextrose agar PDA (voir annexe) et incuber pendant 7jrs.
La méthode utilisée est celle décrite par Vincent et al. (1991). Les souches a tester pure et jeune sont
¢talées sous forme d’une ligne sur une distance de 1,5 cm a partir des deux bords d’une boite de pétri
contenant du milieu gélosé mixte (PDA+KB) pour les souches a tester isolés dans le milieu KB et
milieu mixte (PDA+GN) pour les souches a tester isolés dans le milieu GN. Apres 24h d’incubation,
un disque fongique coupé a I’aide d’une pipette pasteur stérile venant d’une culture de 7 jours est
déposé au centre de la boite. L’ensemble est incubé a une température de 28°C pendant sept jours. La
comparaison a été faite avec des cultures témoins ne contenant que l'agent fongique.

Deux répétitions ont été effectuées pour chaque interaction.
La croissance mycélienne a été estimée par la mesure du diamétre de la colonie fongique.
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L'antagonisme des bactéries a été évalué par le taux d’inhibition de la croissance mycélienne
selon I’équation suivante (Rakotoarimanga et al., 2014) :

P1 =(Mo — Mi)/(Mo) x100 (1)

PI (%) : Pourcentage d’inhibition de la croissance mycélienne.
Mo (cm) : Mesure de la croissance mycélienne normale du champignon témoin.
Mi (mm) : Mesure de la croissance mycélienne en confrontation avec la bactérie.

Confrontation Bactérie - Bactérie:

La confrontation a été réalisée en suivant la méthode décrite par Stonier (1960) , avec des
modifications apportées par Moore et al (1988). Toutes les bactéries isolées, purifiées et
ayant une hypersensibilité négative ont été cultivées sur le milieu LPGA pendant 24h a 48
heures puis mis en suspension dans de I'EDS a une concentration connue de 108 UFC/mL qui
a été determinée par spectrophotométrie visible en mesurant la densité optique (DO= 0.6) de
chaque suspension a la longueur d“onde de 600 nm. Un volume de 20 uL de chaque
suspension bactérienne de la souche a tester a été ensemenceé sous forme de spot a la surface
des boites contenant le milieu LPGA, puis ces boites ont été incubées pendant 24 heures a
une température de 28°C. Les souches phytopathogénes pure (C58 et EMEA) a pulvériser sur
les boites contenant les spots, doivent avoir le méme age que les souches testées ; soit 24h a
48h.

Aprés l'incubation, des suspensions de bactéries phytopathogénes de concentration de 10®
UFC/mL, a été préparées comme decrit précédemment, ont été pulvérisées a l'aide d'un
pulvérisateur sur la surface des boites de Pétri contenant les spots des souches bactériennes a
testés. Pour comparer la vitesse de croissance des souches phytopathogénes par rapport a
celles confrontées aux souches a tester, des boites ont été ensemencees uniquement avec les
souches phytopathogeénes. Apres incubation de 24h, si la souche est sensible a 1“antagoniste,
sa croissance sera inhibée autour du spot laissant apparaitre une zone d“inhibition claire
autour du spot bactérien. Les resultats obtenus ont été enregistrés en mesurant le diameétre en
mm des zones d'inhibition a l'aide d'une régle. Par la suite, un calcul des valeurs moyennes
des trois zones est effectué. Deux répétitions ont été réalisés pour chaque souche a tester

6. Test de germination des semences de tomate:

Comme c'est un travail préliminaire pour évaluer Ila potentialité des souches isolées a
stimuler la levée et la germination des semences, nous avons réalisé ce test et mesuré le taux
de germination.

Pour cela, des semences de tomate certifiées et non traitées ont été utilisées aprés avoir subi
un traitement et une désinfection selon la méthode décrite par Wuelff et al. (2003), les
semences ont été immergées dans une solution d’hypochlorite de sodium de 7% pendant une
période de deux minutes, apres elles ont été soigneusement rincées a trois reprises avec de
I'eau distillée stérile et elles ont subi un séchage. ensuite, les graines ont été immergées dans
les suspensions des souches bactériennes provenant de cultures agées de 48h et de
concentration de 10® UFC/ml pendant 1 heure. Par la suite, 10 graines ont été déposées grace
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a une pince stérile dans chaque boite de pétri tapissée d’une couche de papier whatman
stérile humecté puis on les a couvertes par une cotton disque stérile et humecté. Les boites
ont été fermées et enveloppées avec du papier d'aluminium pour les abriter de la lumiére et
incubées a température ambiante pendant une durée de 4 jours. Deux répétitions ont été
réalisées pour chaque souche. Un témoin négatif a été réalisé en mettant les semences dans
I’eau distillée stérile. Pour la lecture, on a estimé la levée a partir du 4éme jour et on compare
avec le témoin, ainsi le nombre de graines ayant germé a été mesuré (Lauriane 2015;
Messaoudi 2015).

Le taux de germination selon Come (1970) correspond au pourcentage maximum des
graines germées par rapport au total des graines semis. Le taux de germination (TG) est
calculé par la formule suivante :

TG=nombre de graines germées/nombre total mis en germinationx100

7. Caractérisation générique des souches bacteriennes:
Nous avons realisé un criblage de nos souches bactériennes pour évaluer leur potentiel
d'antagonisme contre des agents pathogénes et la levée de germination. Cependant, faute de
manque de moyens, nous avons effectué une caractérisation préliminaire des souches
sélectionnées. Dans cette partie de notre étude, nous avons cherché a obtenir des informations
initiales sur les caracteristiques géneriques de ces souches.

- Examen macroscopique :
Un examen macroscopique a été effectué sur les colonies bactériennes jeunes et pures
cultivees sur milieu GN et KB. Pour cela, en prenant en compte des criteres tels que la forme,
le bord, I’élévation, la taille, I’aspect, la couleur et I’opacité des colonies (Joffin et Leyral,
2006)

- Examen microscopique:
A partir de chaque culture pure et jeune, une petite quantité de bactéries a été prélevée sur
une lame pour procéder a lI'observation microscopique.

> Coloration de Gram :

a) Principe :
D’apres Larpent et Larpent (1990), La coloration de Gram différentielle est utilisée pour
classer les bactéries en deux groupes ; les bactéries a Gram positif (colorées en violet par le
violet de Gentiane) et les bactéries a Gram négatif (recolorées en rose par la fuchsine). Cette
distinction fondamentale, qui est a la base de la taxonomie bactérienne, repose sur les
différences de structure et 1’épaisseur de la paroi cellulaire des bactéries. Cette coloration
permet aussi d’observer la forme des bactéries (Delarras, 2007).

b) Protocole:

- Préparation de frotti: sur une lame propre, une petite quantité de creme bactérienne
jeune et pure a été étalée avec une goutte de I’eau physiologique stérile, puis elle subit
a un séchage et fixation sur flamme.
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- coloration par le violet de Gentiane : laisser la solution agir pendant 1 minute ;
rincer a I’eau distillée.

- mordancage : verser du Lugol et laisser agir 1 mn ; rincer a I’eau distillée.

- décoloration : on fait un jet d’alcool de 96° jusqu’a la disparition de la couleur violet,
ont arrété la décoloration avec 1’eau.

- recoloration : laisser la solution de Fuchsine pendant 1 minute ; bien laver et sécher.

L’observation se fait sous microscope photonique au grossissement X10 , x40 puis  x100
aprés avoir ajouté une goutte d’huile a immersion (Singliton, 2005 ).

Pour la lecture, les bactéries a Gram positive présentent une coloration violette alors que les
bactéries a Gram négatifs présentes une coloration rose. en plus de Gram, on peut observer la
forme de la bactérie (bacille, cocci, coccobacille ...)

- Test d’hydroxyde de potassium (KOH) :

C'est un test de confirmation pour la coloration de Gram qui repose sur la différence de
réaction entre les bactéries a Gram négatif et a Gram positif a I'égard de la solution de KOH.
Les bactéries a Gram négatif ont une paroi qui est lysée par le KOH, entrainant la libération
d’ADN qui forme une substance visqueuse. En revanche, les bactéries a Gram positif
conservent leur paroi intacte et ne liberent pas d’/ADN visqueux en présence de KOH..
(George et al., 1983).

Le test de potasse (KOH) a été realisé en suivant la méthode décrite par Halebian et al.
(1981) Dans cette procédure, deux gouttes d'une solution d’hydroxyde de potassium a 3% ont
été déposées sur une lame de verre. Une boucle contenant la creme bactérienne a été
soigneusement agitée en mouvement circulaire dans la solution de KOH. Suite a cette
manipulation, la solution de KOH est devenue notablement visqueuse et muqueuse, ce qui est
attribué a la présence de bactéries Gram-négatives. L’absence de viscosité indique que c¢’est
des Gram-positives.

- Test de catalase:
La catalase est une enzyme présente dans la chaine respiratoire qui a pour fonction de
prévenir l'accumulation d'eau oxygénée (H202), dont l'effet serait potentiellement mortel
pour la cellule bactérienne. Cette enzyme catalyse la réaction suivante :

H202 — H20 +1/2 02
Sur une lame qui contient une petite quantité de créeme bactérienne jeune et pure, on ajoute
une goutte d'eau oxygénée. Lorsque la souche bactérienne examinée contient de la catalase,
on observe immédiatement une formation de bulles gazeuses (catalase positive), tandis que
I'absence de bulles indique une absence de catalase (catalase négative).(Marchal et

Bourdon, 1982)

- Test d’oxydase:
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Le test d'oxydase est une méthode enzymatique utilisée afin de différencier et d'identifier les
bactéries Gram négatives en se basant sur la détection de la présence de I'enzyme cytochrome
oxydase (Mohamed Azizi et al 2022).

Une créme bactérienne pure et agée de 24 heures est étalée sur un papier Whatman stérile a
I'aide d'une pipette Pasteur, puis une goutte de réactif N-diméthyl paraphénylene diamine est
ajoutée. La présence de I'enzyme cytochrome oxydase est indiquée par I'apparition d'une
coloration violette aprés 10 secondes, la réponse est positive rapide . Elle est considérée
comme tardive lorsque cette coloration apparait aprés un délai (de 10 a 60 secondes), et au-
dela de ce délai, la réponse est négative (Klement et al., 1990).

- ldentification des souches par galeries APl 20NE et API 20E:

> La galerie APl 20E:

Le systétme APl 20E représente une méthode normalisée et miniaturisée des techniques
biochimiques classiques utilisées dans le processus d'identification bactérienne. Pour préparer
la galerie, une suspension bactérienne a été préparée a partir d'une culture pure de 24 heures,
en utilisant un tube contenant de l'eau physiologique stérile. Ensuite, a l'aide d'une pipette
pasteur sterile, cette suspension bactérienne a été répartie de maniéere précise dans les
différentes alvéoles de la micro-galerie qui contiennent des substrats déshydratés. Pour les
tests CIT, VP et GEL, remplir tube et cupule, pour les autres tests remplir uniqguement les
tubes, et pour les tests ADH, LDC, ODC, H2S, URE créer une anaérobiose, en remplissant
leur cupule d’huile de vaseline stérile.

Les metabolites produits par les bactéries pendant la période d'incubation de 24 heures a une
température de 37°C se manifestent par des changements de couleur spontanés ou qui
deviennent apparents apres l'ajout de réactifs spécifiques. Les résultats des réactions
observées dans la galerie ont ensuite éeté interprétés en se référant au tableau de lecture
principal (voir Annexe 04) (Camille, 2007).

> la galerie APl 20NE:

La galerie APl 20NE repréesente une version normalisée et réduite des tests biochimiques
classiques, qui sont utilisés dans le but d'identifier les bacilles Gram-négatifs non
entérobactéries. Selon I'étude réalisée par Sobhani et al. (2000), l'utilisation de ce dispositif
permet d'effectuer des tests spécifiques adaptés a chaque type de bactérie. Cette galerie se
compose de 8 tests conventionnels (NO3, TRP, GLU, ADH, URE, ESC, GEL, PNPG) et de
12 tests d'assimilation (GLU, ARA, MNE, MAN, NAG, MAL, GNT, CAP, ADI, MLT, CIT,
PAC). Pour les tests conventionnels, une suspension bactérienne jeune et saline (voir annexe
03) est inoculée a l'aide d'une pipette pasteur stérile. Quant aux tests d’assimilation, transférer
200ul (4 a 8 gouttes) de la suspension précédente dans ampoule AUX medium (voir annexe
03), homogeénéiser puis remplir les micro-cupules, des tests GLU a PAC a I’aide d’une
pipette pasteur stérile. Au cours de la période d'incubation de 24 heures a une température de
37 °C, diverses réactions se produisent, se manifestant par des changements de couleur
spontanés ou révélés grace a l'ajout de réactifs. L'interprétation des résultats se fait en
utilisant un tableau de lecture (voir Annexe 05), tandis que l'identification précise des
bactéries est réalisée a l'aide du logiciel d'identification (APIWEB TM).
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Résultats et discussion



1. Isolement des souches bactériennes:
A partir des échantillons de Moringa et de Colza prelevés respectivement dans les régions
d'Adrar et de Ouamri, nous avons isolé un total de 45 isolats bactériens. Parmi ces isolats, 20
provenaient de la rhizosphére de Moringa et 25 de la rhizosphere de Colza. Les isolats ont été
sélectionnes en fonction de leurs caractéristiques macroscopiques.
Dans la rhizosphére de Moringa, nous avons isolé 12 isolats du milieu GN, dont 6 aprés un
choc thermique, et 6 isolats par ensemencement dans la masse. Nous avons également obtenu 8
isolats sur le milieu King B, mais seulement un isolat (AFII1) a présenté une fluorescence
lorsqu'elle a été exposée a la lampe UV. Cette absence de Pseudomonas fluorescentes peut étre
attribuée a des conditions environnementales spécifiques de la région (température éleveé) et au
fait que ces bactéries sont des mésophiles saprophytes ce qui laisse d’autre types de bactéries
tels que les thermorésistants a dominés dans cette rhizosphére (Schmidt et al., 2004)
Dans la rhizosphére du Colza, nous avons isolé 15 isolats sur milieu GN, dont 8 apres un choc
thermique, et 7 isolats par ensemencement dans la masse. Egalement, 10 isolats non
fluorescents apres verification sous lampe UV ont éte obtenues sur le milieu King B. Cette
absence de fluorescentes peut étre attribuee soit aux conditions climatiques de la région, cette
derniére est connue par des températures trés basses pendant la periode hivernale ce qui
fragilise ce type de communauté bactérienne. Soit au type de la plante cultivé qui peut étre
favorisé d'autres types de bactéries plut6t que les Pseudomonas fluorescentes. Il est important
de noter que chaque plante possede une communauté microbienne spécifique dans sa
rhizosphére (Fitzpatrick et al., 2018)
Ces résultats soulignent I'importance de comprendre la composition microbienne specifique de
chaque plante cultivée, ainsi que I'influence des facteurs environnementaux
Dans le cadre de recherches futures, il est intéressant de faire d’autre isolement on utilisant des
milieux de culture sélectifs spécifiques a divers genres appartenant au PGPR tels que les
azotobacters, les actinomycétes ... et cela afin d'explorer davantage la diversité microbienne
dans ces rhizospheres et étudies la spécificité des interactions qui se déroule entre eux et avec
les racines des plantes

Figure 03 : la fluorescence de la Figure 04 : souche isolée sur GN Figure 05 : souche isolée sur KB
souche AFII 1 sous I’'UV. (originale .2023) (originale, 2023)
(originale ,2023)
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2. Test d’hypersensibilité:

Parmi les 45 isolats sélectionnés aprés purification et subissant le test d’hypersensibilité au
tabac, 15 ont présenté des nécroses suite a leurs agressivités vis-a-vis la plante de tabac et a la
réaction immunitaire de cette derniére, ce qui signifie qu’elles sont des phytopathogénes. Les
30 autres isolats testés n’ont présenté aucune réaction immunitaire de la part de la plante de
tabac de I’absence de nécroses. Méme resultat observé par le témoin négatif (Klemnet 1963).
Donc ces isolats sont des saprophytes et de cela ils sont sélectionnés pour la suite de notre
travail qui consiste a faire un criblage en faisant I’antagonisme et la levée de germination.
Effectivement les isolats sélectionnés pour la production de biopesticides et biofertilisants
doivent étre saprophytes.

I

A: inoculation ' ~ B: réaction négative C: réaction positive
Figure 06 : Test d’hypersensibilité sur le tabac (original ,2023)

3. Antagonisme microbien

- Confrontation Bactérie-Champignon:
Lors de notre étude, nous avons réalisé un criblage de 30 souches bactériennes
rhizosphériques vis-a-vis de 3 souches fongiques phytopathogénes (G2 ), (R2F42) et (F2)
afin d'évaluer leur capacité a inhiber leurs croissance mycélienne qui se traduit par la
réduction du diametre des colonies fongiques par rapport au témoin représenté par le
champignon phytopathogene seul ( Figure 07) .
Les résultats obtenus ont montré que seuls 13 souches ont présentés une zone d’inhibition de
la croissance mycélienne donc un effet antagoniste soit vis-a-vis d'un seul champignon soit
vis-a-vis des deux champignons phytopathogénes mais pas avec les trois au méme temps,
avec des taux d’inhibition variables.
Pour I’évaluation de cet antagonisme antifongique, on a procédé au calcul de pourcentage du
taux d’inhibition selon la formule décrite par (Rakotoarimanga et al., 2014) puis représenté
sous forme d’histogramme (Figure 08)

Figure 07:résultats d’antagonisme fongique in vitro. (original ,2023)

17



Taux d'inhibition %

Isolats bactériennes testés HG2 WG22

Figure 08 : Histogramme représentant le taux d’inhibition de la croissance mycélienne en
confrontation directe.

Les résultats ont montré une variation des taux d’inhibitions en fonction des souches
bactériennes testées. Seules les souches présentant un taux d'inhibition supérieur a 20% ont
été considérees comme inhibitrices (Dahoumane et al., 2015). Pour la confrontation avec le
champignon G2, 10 souches bactériennes ont montré des taux d'inhibition différents, allant de
52,75% pour la souche AFI9 a 75,5% pour la souche AFII1. De méme, pour la confrontation
avec le champignon F2, 5 souches bactériennes ont montré des taux d'inhibition différents,
allant de 65% pour la souche ASIIA a 87% pour la souche ASID. Enfin, pour la confrontation
avec le champignon R2F42, 6 souches bactériennes ont montré des taux d'inhibition
différents, allant de 42,5% pour la souche ASIIP a 73,5% pour la souche ASIIB. Il a été
observé que la plupart des souches ont manifesté une action inhibitrice vis-a-vis des trois
isolats de Fusarium oxysporum.

En relation avec les résultats d'autres auteurs, il est noté que la différence dans l'activité
antagoniste des bactéries peut étre expliguée par la production de substances
antimicrobiennes, telles que des antibiotiques et d'autres métabolites secondaires ayant un
effet d'antibiose (Kamilova, Validov et al., 2005). Les métabolites sécrétés par les bactéries
peuvent agir sur les champignons phytopathogenes en inhibant leur germination, en lisant
leur mycélium ou en compétitionnant pour les nutriments et I'espace (Digat et Gardan, 1987
; Lemanceau et al., 1988 ; Fuchs et Défago, 1991 ; Keel et Défago, 1991 ; Défago, 1993 ;
Digat, 1992 ; Keel et al., 1992 ; Whipps et Lymsen, 2001 ; Bloemberg et Lugtenberg,
2001 ; Jetyanon et Kloepper, 2002 ; Persello-Cartieaux et al., 2003).

Par ailleurs, les résultats d'autres études corroborent nos observations. Rakotoarimanga et
al. (2014) ont rapporté que parmi 87 isolats testés, 24 se sont révélés étre antagonistes de
Fusarium oxysporum, avec des taux d'inhibition variant de 14% a 60%. lls ont souligné que
I'inhibition de Fusarium était due a la production d'antibiotiques par I'antagonisme. Bouznad
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et Bellahcene (2015) ont également montré que certaines souches isolées de la rhizosphére
avaient un effet inhibiteur significatif sur la croissance de Fusarium, avec des taux
d'inhibition variant de 0,23% a 77,78%. Dans leur étude, des especes de Bacillus ont été
identifiées comme étant particulierement efficaces. De plus, les travaux de Syed Nabi et al.
(2021) ont révélé que le PGPR Bacillus aryabhattai a été en mesure d'inhiber de maniere
significative la croissance de Fusarium oxysporum.

Ces résultats sont en accord avec ceux de Yang et al. (2011), qui ont constaté que parmi 72
souches isolées de la rhizosphére de la tomate, 48 isolats présentaient un taux d'inhibition
compris entre 50% et 78%. Des études antérieures, telles que celle d'Axelood et Radley
(1991), ont également démontré que 96 souches de PGPR étaient capables d'inhiber la
croissance de Fusarium oxysporum in vitro (Achbani et al., 2003).

- Confrontation Bactérie-Bactérie:
Parmi les 30 souches utilisées, 17 souches ont montré une activité antagoniste vis-a-vis des
souches d’Erwinia amylovora et Agrobacterium tumefaciens (Figure 09)

Figure 09 : résultats de confrontation bactérie-bactérie (original 2023)

Tableau 03: Tableau représentant les zones d’inhibition aprés confrontation directe avec les
bactéries phytopathogenes.

Souches testés Zone d’inhibition | Zone d’inhibition vis-
vis-a-vis ’EMEA a-vis de C58 (mm)
(mm)
AFI 6 22 15
AFI 7 19 18
AFI 8 17 20
AFI 9 20 30
AFIl 1 80 50
AFII 2 25 12
ASI B 32 20
ASI C 58 0
ASI D 38 0
ASI E 14 0
ASI G 0 22
ASIH 47 24
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ASIJ 37 29
ASII B 56 20
ASII G 20 15
ASIIH 14 0
ASII P 73 20

= EMEA = Erwinia amylovora / C58= Agrobacterium tumefaciens

Les 17 souches testées pour I’antagonisme bactérien et ayant une activité inhibitrice vis-a-
vis des souches bactériennes phytopathogenes de : EMEA et C58, ont présentés des résultats
assez variables selon la souche pathogene. Pour la confrontation vis-a-vis d’EMEA, les
diamétres des zones d'inhibition obtenus ont varié de 14 mm a 80 mm. La souche ASII H a
présenté la sensibilité la plus faible avec des zones d'inhibition ne dépassant pas 14 mm,
tandis que la souche AFII 1 s'est révélé la plus sensible avec une zone d'inhibition maximale
de 80 mm, suivie de pres par la souche ASII P avec 73 mm. Seule la souche ASI G na
montré aucun effet antagoniste contre EMEA. En ce qui concerne I'agent pathogene C58, les
diametres des zones d'inhibition ont varié de 12 mm a 50 mm. La souche AFII 2 a démontré
la sensibilité la plus faible avec des zones d'inhibition ne dépassant pas 12 mm, tandis que la
souche AFII 1 a été la plus sensible avec une zone d'inhibition maximale de 50 mm, suivie de
prés par la souche AFI 9 avec 30 mm. Les souches ASIC, ASI D, ASIE et ASII H n'ont
présenté aucun effet antagoniste contre C58.

Ces résultats mettent en évidence la diversité et la variabilité des potentialités antagonistes
des souches testées, ce qui suggere l'implication de plusieurs substances antibactériennes
dans le processus d'inhibition (Djalout et al., 2019). Ces résultats sont cohérents avec ceux
de I'étude menée par Frikha-Gargour et al (2017), qui ont egalement observé une activité
antibactérienne significative in vitro chez 32 souches rhizosphériques de genre Bacillus
isolées a partir d'échantillons environnementaux contre la souche C58 d'A. tumefaciens.
L'inhibition observée peut étre attribuée a plusieurs mécanismes, notamment la production
d'un large éventail dantibiotiques tels que l'acide phénazine-1-carboxylique et d’autres
métabolites secondaires tels que la chitinase, la cellulase et la protéase qui peuvent avoir un
réle dans la lyse de la paroi cellulaire du pathogéne (Kobayashi 2002, Sadfi 2001.,Liu
2019 ; Weller 2007; Sunich Kumar et al 2005). Ces métabolites peuvent induire des
mécanismes de défense chez la plante héte ( Jourdan et al 2008).
Les recherches menées par Habbadi et al. (2017) ont sélectionné 12 souches antagonistes
appartenant aux genres Pantoea, Bacillus et Acinetobacter, démontrant une forte activité
antibactérienne in vitro contre A. vitis. De nombreuses souches de Pseudomonas utilisées
dans le biocontréle des maladies des plantes ont démontré leur capacité a inhiber la
croissance d'un large éventail d'agents phytopathogénes in vitro (Habbadi et al., 2006).
Ces résultats peuvent s'expliquer par la capacité compétitive des souches isolées, qui leur
permet de produire des métabolites antimicrobiens essentiels pour entraver la croissance du
pathogene (Lodewyckx et al., 2002).

4. Test de la levée germination :
Ce test préliminaire est un indicateur pour vérifier et évaluer le potentiel stimulateur des 30 souches
isolées saprophyte sur la levée de germination de nos semences.
Dans notre étude sur la germination des semences de tomate, nous avons bactérisé les semences
avec des suspensions de 30 souches bactériennes sélectionnées au préalable, et réalisé une
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bactérisation uniquement avec ’EDS, c’est le témoin négatif non traité. La lecture de la levée de
germination a commencé de 4°™ jour au 10°™ jour. Le pourcentage de taux de germination a été
calculé selon la formule (voir partie matériel et méthode). (Figure 11, 12)

Figure 10: Résultat positive de la germination des grains de tomates (original 2023)
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Figure 11 : Histogramme représentant le taux de germination des graines de tomates bactérisés par
les souches isolés de la rhizosphére de Moringa
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Figure 12 : Histogramme représentant le taux de germination des graines de tomates bactérisés par
les souches isolés de la rhizosphére de Colza

Les résultats obtenus le 4°™ jour ont révélé un faible taux de germination de 10% pour le
témoin. En revanche, parmi les 30 souches testees, les souches AFI1, AFI7, AFI8, ASIH,
ASIG et ASIP ont présenté un taux de germination de 100%, démontrant I’effet positif de ces
souches bactériennes sur la vitesse de germination des graines. Cependant, il convient de
noter que seulement les souches AFI2 et ASIF ont présenté des taux de germination
relativement faibles, atteignant respectivement 20% et 10%.

Un suivi continu de la germination a été effectué jusqu'au 10°™ jour, et une augmentation
importante du taux de germination a été observée pour toutes les souches testées par rapport
au témoin qui a donné un taux de germination de 70%. La majorité des souches ont présenté
un taux de germination compris entre 70% (AFI14) et 100% (AFI1, AFl4, AFI7, AFI8, AFI9,
AFII1, AFII5, ASIIB, ASIG, ASIH, ASIJ, ASIL, ASIIB, ASIIG, ASIIH, ASIIN, ASIIP et
ASI 1). Cependant, il convient de noter que seulement les souches AFI2 et ASIF ont présenté
des taux de germination relativement faibles par rapport au témoin négatif, atteignant
respectivement 45% et 20%.

La germination est un processus physiologique et de développement permettant la transition
de I'état de dormance des graines a celui de la plantule (Villegente, 2013). Des études
antérieures ont reconnu que les PGPR (Plant Growth-Promoting Rhizobacteria) ont la
capacité d'exercer un effet bénéfique sur la croissance des plantes en augmentant le taux de
germination (Barassi et al., 2006 ; Saima et al., 2018).

Des recherches sur le blé et le tournesol ont également montré que certains PGPR induisent
une augmentation significative de I'émergence des graines, avec des améliorations pouvant
atteindre jusqu'a 100% par rapport aux témoins (Shaukat et al., 2006a; Shaukat et al.,
2006). Ces améliorations peuvent étre attribuées a une augmentation de la synthese
d'hormones telles que les gibbérellines, qui stimulent l'activité d'enzymes spécifiques
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favorisant la germination précoce, comme I'amylase, ce qui conduit & une augmentation de la
disponibilité de l'assimilation de I'amidon. De plus, une amélioration significative de la
vigueur des semis peut étre attribuée a une meilleure synthése des auxines (Bharathi et al.,
2004). Nos résultats confirment les conclusions des études antérieures en démontrant l'effet
bénéfique des souches bactériennes testées sur la germination des semences de tomate.
Cependant, il est important de noter que certaines souches ont montré des effets variables,
avec des taux de germination supérieurs ou inférieurs a ceux du témoin. Ces résultats
soulignent ainsi I'importance de la sélection appropriée et de l'utilisation adéquate des
souches bactériennes pour améliorer la germination des semences et la croissance des plantes.

5. Caractérisation générique des souches bactériennes:
Les souches qui ont subi un criblage et montrés des résultats intéressants vis-a-vis soit de
I’antagonisme et de la levée de germination ont été sujet a une caractérisation afin de
déterminer le genre et méme si possible ’espéce (selon la disponibilité des moyens)

- Caractérisation macromorphologique :

L'examen macroscopique des colonies bacteriennes rhizospheériques jeunes et pures cultivées
sur milieu GN et KB a permis de caracteriser leur morphologie et leur apparence. Les
différentes caractéristiques observees, telles que la forme, le bord, I'élevation, la taille,
I'aspect, la couleur et I'opacité des colonies, fournissent des informations essentielles pour
identifier et différencier les souches bactériennes. Cette caractérisation macroscopique peut
aider a déterminer la diversite et la variabilité des bactéries présentes dans la rhizosphere des
plantes étudiées, ou mettre en évidence des similitudes entre les isolats provenant de
différentes sources (voir annexe). Ces observations visuelles constituent une étape importante
pour sélectionner des souches potentiellement intéressantes en vue d'études plus approfondies
sur leurs activités biologiques et leur potentiel d'utilisation en agriculture ou en
biotechnologie.

- Caractérisation micromorphologique :
» Coloration de Gram:

Aprés avoir effectué la coloration différentielle de Gram, nous avons observé les frottis
colorés au microscope optique au grossissement x10, x40, x100. Cette technique nous a
révélé des bactéries Gram négatif et des bactéries Gram positif de tailles différentes. Les
souches a étudier présentent des morphologies différentes : en batonnet et en coque.
L’examen microscopique des 30 souches bactériennes isolées a partir du sol de la Moringa et
celui de Colza a révélé 21 isolats a Gram négatif et 09 isolats a Gram positif. La plupart des
souches a Gram positif étaient de formes différentes : bacilles, cocci. Par contre les isolats
bactériennes a Gram négatif étaient des bacilles de petite taille et parfois moyenne (voir
annexe 08).

- Test d’hydroxyde de potassium (KOH):
Parmi les 30 isolats obtenues, la réaction de coloration de Gram a été correctement classée 21
souches comme Gram-négatives et 09 isolats comme Gram-positives. Les résultats obtenus
par le test au KOH concordent généralement avec les résultats de la coloration de Gram, a
une exception des souches Gram-négatives AFI 6 et AFI 7.
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A: réaction KOH positive B: réaction, négative
Figure 13: Résultat du test KOH (original ,2023)

D’autre part, Halebian et al. Ont examiné 89 isolats gram-positifs et 109 gram-négatifs par
le test KOH. lIs n'ont obtenu aucune réaction KOH faussement positive et 28,4 % de réactions
KOH faussement négatives. Les résultats obtenus dans cette étude indiquent que la réaction
faussement négative au test du KOH observée chez certaines bactéries gram-négatives est
attribuable & la résistance de leur paroi cellulaire au KOH. Cette étude démontre ainsi que le
test du KOH constitue une méthode simple et rapide permettant de classifier correctement les
bactéries gram-positives, y compris les souches qui ont tendance a se décolorer plus
facilement.

La coloration de Gram joue un réle crucial dans la classification initiale et I'identification des
bactéries inconnues et I'une des limitations majeures de cette technique réside dans la tendance
de certaines bactéries gram-positives a se décolorer plus facilement que d'autres (Anne marie
et al. 1988). D’aprés Conn et al Cette décoloration peut étre influencée par différents facteurs
tels que la composition du milieu de croissance et I'age de la culture. En effet, plusieurs
souches de bactéries peuvent présenter une coloration caractéristique gram-négatif ou gram-
variable, ce qui complique encore davantage l'interprétation des résultats de la coloration de
Gram (Holdeman et al., Spengler et al). Pour surmonter cette difficulté, une technique rapide
peut aider a distinguer les organismes gram-positifs et gram-négatifs, c’est la réaction de
solubilité KOH (Halebian et al., 1981).

- Test de catalase:

La majorité des souches bactériennes isolées dans cette eétude ont présenté une réaction
positive au test de catalase, indiquant ainsi la production de I'enzyme catalase. La catalase est
une enzyme capable de décomposer le peroxyde d'hydrogene en eau et en oxygene. Un
résultat positif est généralement observe par la formation de bulles ou de mousse lors de
I'ajout de peroxyde d'hydrogene a la culture bactérienne. (Larpent et Larpent-Gourgaud,
1985).

Cependant, seulement les souches ASID et ASI B, obtenues par un ensemencement dans la
masse, ont montré une réaction négative au test de catalase, suggérant une absence ou une
production tres faible de I'enzyme catalase. Dans ce cas, aucun changement significatif n'a été
observé lors de l'addition de peroxyde d'hydrogéne a la culture bactérienne. Les résultats
négatifs au test de catalase peuvent étre observés chez les bactéries anaérobies et certaines
bactéries facultatives anaérobies, car elles n'ont pas besoin de cette enzyme pour leur
métabolisme. (Marchal et Bourdon, 1982) (Voir annexe 11).
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A: réaction positive Réaction Négatifs
Figure 14 : Résultat de test catalase (original 2023)

- Test d’oxydase:

L'oxydase est largement utilisée comme critére discriminant dans l'identification des bactéries
en raison de son caractére distinctif, qui se manifeste par l'apparition d'une coloration violette
au site dapplication de la réaction, en particulier pour les bactéries Gram négatif
(Bendoukhane et Djaafer, 2016). Les résultats obtenus montrent que la plupart des isolats
sont oxydase positif ; une réaction positive a été indiquée par I’apparition de couleur violet
dans quelques secondes, donc les isolats sélectionnées possédent 1’enzyme respiratoire
(cytochrome oxydase) qui oxyder le N’-Tetramethyl-p-phenylene-diamine dihydrochloride
(substrat qui prend une coloration violet fonce) (Larpent et Larpent-Gourgaud, 1985). En
outre, les souches (AFI2, AFI 4, AFI 6, ASII E et ASII 1) se sont revelées oxydase negative
et ne possedent pas I’enzyme respiratoire recherchée (voir annexe 11).

A ré;cti(;h"r.)ﬁgéitive S B: réaction négative
Figure 15: Résultat de test oxydase (original 2023)

- ldentification des souches par galeries APl 20NE et API 20E:
Vu le manque de produits et de moyens pour la caractérisation des especes, on a utilisé ces
galeries juste pour des 3 souches qui présentent des bons résultats dans les tests qui on a
réalises.
La caractérisation biochimique des isolats a été testée en utilisant les galeries APl 20NE pour
les souches AFII 1 et ASII B et API 20E pour la souche AFI 8, et I’identification a été faite
grice a un logiciel d’identification (APIWEBTM). AFI 1 a été identifié comme
(Pseudomonas sp ), ASII B comme (Burkholderia sp ) et AFl 8 a été identifié comme
(Aeromonas sp ).
Tableau 04 : Résultats des Galerie API (20E et 20NE) (original 2023)

AFI11:Pseudomonas spp




ASIIB:Burkholderia spp

AFI8: Aeromonas spp

La littérature scientifigue a abondamment étudié le role des bactéries a Gram négatif en tant que
promoteurs de la croissance des plantes, tandis que les bactéries a Gram positif ont été moins souvent
mentionnées dans ce contexte (Bashan et al., 2004 ; Christie, 2009 ; Akhtar et Siddiqui, 2009).
D’autres études ont examiné plusieurs espéces bactériennes, notamment Pseudomonas sp , Aeromonas
sp et Burkholderia sp qui ont été identifiées comme des agents de biocontréle et de biostimulation
présents dans la rhizosphére des plantes cultivées ; Ces bactéries ont démontré leur capacité a favoriser
la croissance des plantes, améliorer I'absorption des nutriments, stimuler la résistance aux maladies et
accroitre la tolérance aux stress environnementaux. Leur présence bénéfique dans la rhizosphere offre
des perspectives prometteuses pour le développement de pratiques agricoles durables et respectueuses
de I'environnement. (Mehnaz et al., 2001 ;El-Sayed et al. 2002; Gull et al., 2004; Djibaoui et al.,
2005; Sanchez-Matamoros et al., 2018; Safni et Antastia, 2018; Rajput et al., 2018; Bolivar-Anillo
et al., 2021; Ghadamgahi et al., 2022 ).
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Conclusion



Dans le cadre de notre projet de fin d'études, nous avons procédé a l'isolement de bactéries
rhizospheriques a partir de deux plantes cultivées. 45 souches ont été ensuite purifiées sur la
base de la macromorphologie et ont subi de test d’hypersensibilité. Ce dernier a permet de
sélectionnées 30 souches non pathogenes qui ont été sujet a une étude préliminaire afin de
voir leur potentialité a avoir une action antimicrobienne vis-a-vis de quelque souches
phytopathogenes testes et de déterminer leur capacité a améliorer la levée de germination des
semences de tomate aprés bactérisation. Les résultats obtenus vis-a-vis de 1’antagonisme
fongique et bactérien ont révélé l'existence d’un pouvoir antimicrobien de 27 souches avec
des résultats variables (selon 1’agent auxiliaire et ’agent cible) et des performances assez
importantes pour certains isolats tels que (AFII1, ASIIB).

Pour voir Iactivité biostimulatrice des souches sélectionnés, on a procéd¢ a la bactérisation
des semences de tomates avec les 30 souches étudiées en plus de témoin et on a vérifié la
levée de germination. Les résultats été variables mais la majorité (AFI1, AFI4, AFI7, AFI8,
AFI19, AFII1, AFII5, ASIIB, ASIG, ASIH, ASIJ, ASIL, ASIIB, ASIIG, ASIIH, ASIIN,
ASIIP et ASI 1) ont présentées un taux de germination allant jusqu’a 100% par rapport au
témoin non bactérisé et on a remarqué également que certaines isolats n’ont aucun activité de
stimulation de la germination (AFI12, AFII2 et ASIF) par rapport au témoin non bactérisé. Il
est a constater que certains souches en préesenté des résultats intéressantes vis-a-vis de la
vitesse de germination, c’est le cas des souches (AFI1, AF17, AFI8, ASIH, ASIIG, ASIIH et
ASIIP) qui ont atteint un taux de germination de 100% du le 4™ jour. Pour ce qui est de la
caractérisation genérique, seuls certains tests ont été réalisés (vu le manque de moyens) ce
qui ne nous a pas permis d'étre affirmatifs vis-a-vis des genres a qui les isolats ayant présenté
quelque performance dans le criblage appartien. L’utilisation de la galerie API 20F et 20NE
qui été disponibles nous a permet d’identifier biochimiquement 3 especes appartenant aux
Gram négative et qui sont : AFII1 appartient a I'espece Pseudomonas spp, que l'isolat AFI8
appartient a l'espéce Aeromonas spp , alors que ASIIB appartient a Burkholderia spp.

Cette étude préliminaire nous a permis d’obtenir des résultats assez encourageants mais tres
insuffisants pour pouvoir parler de biopesticides et biofertilisants. C’est pourquoi il est
intéressant en perspective d’approfondir beaucoup de point tels que :

e Approfondir les études sur l'activité antimicrobienne des 27 souches, en évaluant leur
efficacité contre un large éventail de souches phytopathogenes et autres pathogenes
du sol, afin de mieux comprendre leur diversité et leur efficacité antagoniste.

e FEtudier les mécanismes d'action des souches prometteuses pour mieux comprendre
comment elles exercent leur activité antimicrobienne, notamment en identifiant les
métabolites et les enzymes impliqués, ainsi que leur capacité a induire la résistance
systémique chez les plantes.

e Réaliser une caractérisation génétique plus approfondie pour identifier avec précision
toutes les souches isolées, mieux comprendre leur taxonomie et leur diversité.

e Effectuer des études in vivo et in planta pour évaluer l'efficacité des souches
prometteuses dans des conditions réelles d'utilisation agricole, afin de mieux
comprendre leur potentiel comme biofertilisants et biopesticides.

e Des études supplémentaires sont nécessaires pour comprendre comment ces souches
bactériennes interagissent avec les plantes dans des conditions de stress
environnemental spécifiques, et comment elles peuvent étre utilisées de maniere
optimale pour améliorer la résistance des cultures aux stress abiotiques et biotiques.
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Ces recherches sont essentielles pour développer des solutions agricoles durables et
respectueuses de l'environnement, en favorisant une agriculture durable face aux défis
climatiques et aux pressions biotiques.
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> Annexe 01
1. Moringa Oleifera

Le Moringa oleifera est I'espéce la plus largement cultivée de la famille des Moringaceae,
appartenant a l'ordre des Brassicales. Cette plante, également connue sous le nom d'arbre de
vie, est adaptée aux conditions tropicales et subtropicales, et présente une résistance a la
sécheresse, lui permettant de se développer dans des environnements arides. Originaire de
I'Inde, elle est cultivée en Afrique depuis longtemps.(Fahey 2005)

Le Moringa oleifera est un arbre résineux dont le bois a une qualité médiocre, mais il est
utilisé depuis des siecles dans des applications médicinales et industrielles traditionnelles.
Toutes les parties de l'arbre, y compris les feuilles, les fleurs, les fruits et les racines, sont
comestibles et ont été consommées par les populations humaines depuis longtemps (Fuglie,
1999). De plus, diverses parties du Moringa possedent des propriétés pharmacologiques
bénéfiques, telles que des effets stimulants sur le cceur et la circulation sanguine, des
propriétés antitumorales, antipyrétiques, antiépileptiques, anti-inflammatoires, antiulcéreuses,
antispasmodiques, diurétiques, antihypertensives, hypocholestérolémiantes, antioxydantes,
antidiabétiques, hépatoprotectrices, antibactériennes et antifongiques (Tsaknis et al., 1999).

e Description morphologique du Moringa Oleifera:

Le Moringa oleifera est un arbre pérenne qui peut atteindre une hauteur de 7 a 12 metres. Son
tronc, généralement droit a un diametre variant entre 20 et 40 cm, atteignant parfois 3 metres.
Ce qui distingue le systéme racinaire du Moringa oleifera est sa structure tubulaire, composée
d'un pivot central capable de pénétrer le sol jusqu'a une profondeur d'environ 1,30 metre, ce
qui lui confére une grande résistance a la sécheresse. A partir de ce pivot central, des racines
secondaires se ramifient latéralement pour former une densité de racines importante (Olson,
2001).

e Taxonomie:

Moringa oleifera est connue plus généralement dans le monde sous le nom de moringa

et elle est appelée aussi Acacia blanc, Ben ailé, moringa ailé, Benzolive, pois quenigue,
neverdie, Mother’s Best Friend, Ne meurt jamais et I’arbre de vie (Fuglie, 2001 ; Lim, 2012).
La classification systématique de Moringa oleifera est comme suit (Arora et al., 2013) :

- Regne : Veégétal

- Embranchement : Spermaphytes

- Sous-embranchement : Angiospermes
- Classe : Dicotylédones

- Sous-classe : Dillenida

- Ordre : Capparidales

- Famille : Moringaceae

- Genre : Moringa

- Espéce : Moringa oleifera



Figure : Arbre de Moringa Oleifera. (Behnas 2021).

> Annexe 02
2. Le colza:

Le Brassica napus, communément appelé colza, est une plante annuelle appartenant a la
famille des Brassicacées et est principalement cultivée pour ses graines, qui sont utilisées dans
la production d'huiles alimentaires et industrielles. Le tourteau protéique résiduel du colza est
également utilisé comme aliment pour le bétail. Des études ont suggéré que le colza serait
apparu il y a environ 7 500 ans suite a un croisement interspécifique spontané entre le chou
(Brassica oleracea) et la navette (Brassica rapa) (Gupta et Pratap, 2007; Chalhoub et al.,
2014).

L'huile de colza est considérée comme une huile alimentaire de haute qualité, largement
recommandée par les nutritionnistes en raison de sa teneur élevée en acides gras insaturés (92
%), notamment en acides linoléniques oméga-3 et 6 (respectivement 9 % et 22 %), reconnus
pour leurs effets benéfiques sur la santé (Foster et al., 2009).

e Description morphologique de colza:

Brassica napus est une espéce annuelle ou bisannuelle (Gulden et al., 2008), appartient a la
famille des Brassicacées et est identifiable par ses fleurs jaune fluo qui donnent de petites
graines noires riches en lipides (Emilie G, 2020). Ces plants sont relativement grands, allant de
120 a 180 centimeétres, avec une racine pivotante longue et fine. Les tiges des plantes sont
ramifiées, chaque branche se terminant par un épi allongé (Jack B et al., 2008).

e Taxonomie:

Napus est membre de la famille des Brassicacées, qui comprend environ 25 tribus, 338 genres
et 3709 espéces (OCDE, 2012). Deux de ces genres, Brassica et Raphanus, sont largement



cultivés dans le monde pour leurs huiles comestibles, légumes, épices, fleurs ornementales et
cultures fourragéres (Kaneko et Bang, 2014).

- Reégne : Plantes (regne végétal)

- Sous-régne : Trachéobiontes (plantes vasculaires)

- Super-embranchement : Spermatophytes (plantes a graines)
- Embranchement : Magnoliophytes (plantes a fleurs)
- Classe : Magnoliopsides (dicotylédones)

- Sous-classe : Dilléniidées

- Ordre : Capparales

- Famille : Brassicacées (famille de la moutarde)

- Tribu : Brassiceae

- Genre : Brassica L. (moutarde)

- Espéce : Brassica napus L. (canola et colza)

Figure 01 : Fleur de colza Barssica napus. (Kang et al., 2017)
annexe 03:

Tableau 01: Matériel non biologique

type d*appareil marque
Gros - Réfrigérateurs. ENIEM
appareils | - Incubateur (étuve) memmert
- micro-onde Condor
- four pasteur memmert
- autoclave AESCULAP
petit - microscope OPTIKA
appareils - spectrophotometre SHIMADZU
- bec bunsen /
- agitateur des tubes Labinco
- lampe a UV Caution
-balance sartorius




matériels - spatule

- pince

- Anse en platine.

- Pipette pasteur

- étaloir en verre

- Tubes & essai

- Flacons en verre.

- Bécher.

- ballon 2L

- Erlenmeyer.

- Eprouvette graduée.
- Boites pétries stériles en plastique
- Papier Whatman.

- lames et lamelles

- microseringues

Réactifs et Eau distillee; Alcool (éthanol de 96°) ; Violet de Gentiane ;Solution de Lugol;

solution Fuchsine; Huile a immersion; Solution de KOH ; Eau oxygénée (H202) 10
volume; Solution de N-diméthyl paraphényléne diamine
(oxydase) ;Hypochlorite de sodium 7%. eau physiologique.

> Annexe 04
Tableau06 : représente les milieux de cultures utilisées

Milieu B de King Gélose nutritive (GN)

(KB) peptone 15¢
Peptone (Difco) 20g extrait de viande 10g
Glycerol (Prolabo) 15ml extrait de levure 029
K2HPO4 (Sigma) 1.59 Chlorure de sodium 059
MgSO4 (Sigma) 1.5¢ Agar 209
Eau distillée 1000ml Eau distillé 1000ml
pH=7.2 autoclavage 20 minutes & 120°C pH=7.2 autoclavage 20 minutes a 120°C




Milieu PDA (Potato Dextrose
Agar)

Pomme de terre

Dextrose
Agar
Eau distillée

200g
209
159
1000ml

pH=7 autoclavage 20 minutes a120°C

Milieu LPGA (levure peptone glucose agar)

Bacto-peptone 5g
Extrait de levure 5¢
Glucose 10g
Agar 159
pH=7 autoclavage 20 minutes al20°C

Milieu API AUX Medium 7 ml
Sulfate d'ammonium

Agar

Solution de vitamines
Solution d’oligo-€léments
Phosphate monosodique
Chlorure de potassium
Eau déminéralisée

pH final

29
159
10,5 ml
10ml
6,24 g
159
1000 ml
7,0-7,2

La solution saline a 0.85%

Chlorure de sodium(NaCl)
Eau distillée

8.50
1000mL

La solution est autoclavée a121°C pendant 15 minutes.

>
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Tableau 07: tableau de lecture de la galerie APl 20E

Microtube Substrat Caractere recherche Lecture directe ou indirecte (Test si nécessaire) Resultat + Resultat -
ONPG | Ortho-Mitro-Phényl-Galacioside | B-galactosidase Lecture directe
ADH Arginine Arginine dihydrolase
LDC Lysine Lysine décarboxylase Lecture directe
ODH Omithine Ornithine décarboxylase '
CIT Citrate Utilisation du citrate Lecture directe ' '
H2S Thiosulfate de sodium Production d'H25 Lecture directe '
URE Urée Uréase Lecture directe '
) e Lecture indirecte
TDA Tryptophane Tryptophane désaminase Test : ajouter 1 goutte de Perchlorure de Fer '
. Lecture indirecte
IND Tryptophane Froduction dindole Test : gjouter 1 goutte de réactf de Kovacs
_— . o Lecture indirecte (Attendre 10 minutes)
VP Pyruvafte de sodium Production d'acétaine Test - ajouter 1 goutte de KOH et da-napthol
Gélatine  emprisonnant  des| .. . _ .
GEL particules de charbon Gélatinase Lecture directe ' -
GLU a ARA | Substrat carboné Utilisation de substrat carboné Lecture directe = '
-
Lecture indirecte
NOz/N; |Nitrates (NO3) Mitrate réductase Test : ajouter 1 goutte d '
Ajouter de la poudre zinc
> Annexe 06

Tableau 08: Tableau de lecture de la galerie 20NE




aTe RESULTATS
TESTS COMPOSANTS ACTIFS REACTIONS/ENZYMES
(mgl/cup.) NEGATIF I POSITIF
NIT1+NIT2/5 min
NOs potassium nitrate 0.136 réduction des Nitrates en nitrites incolore | rose-rouge
n /5 min
réduction desNitrates en azote rose | incolore
AN / immédi
- e incolore
TRP L-tryptophane 0.2 formation d'indole (TRyptoPhane) vert pale / jaune rose
D-glucose 1,92 fermentation (GLUcose bleu a vert jaune
SLy -g ( ) i
ADH L-arginine 1,92 Arginine DiHydrolase jaune oranrg:ufggose 4
s orange / rose /
URE urée 0,76 UREase jaune rouge
esculine 0,56 . g gris / marron / noir
ESC Slrate e fer 0.072 hydrolyse (ji-glucosidase) (ESCuline) jaune
gélatine . pas de diffusion diffusion du
GEL (origine bevine) 0.6 hydrolyse (protéase) (GELatine) du pigment pigment noir
PNPG 4-nitrophényl-pD- o.22 [-galactosidase (Para-NitroPhényl-RD- incolore TR
galactopyranoside ' Galactopyranosidase) )
GLU D-glucose 1.56 assimilation (GLUcose) transparence trouble
Lery]
| ARA| L-arabinose 1.4 assimilation (ARAbiInose) transparence trouble
| MNE| D-mannose 1.4 assimilation (ManMNosE) transparence trouble
MAN D-mannitol 1,36 assimilation (MANnNitol) transparence trouble
NAG MN-acétyl-glucosamine 1.28 assimilation (N-Acétyl-Glucosamine) transparence trouble
LnaG]
MAL D-maltose 1.4 assimilation (MALtose) transparence trouble
GNT potassium gluconate 1,84 assimilation (potassium GlucoNaTe) transparence trouble
LenT]
cAP acide caprique 0,78 assimilation (acide CAPrique) transparence trouble
Lear]
ADI acide adipique 1,12 assimilation (acide ADIpique) transparence trouble
Lapt]
MLT acide malique 1,56 assimilation (MaLaTe) transparence trouble
LmLT|
CIT trisodium citrate 2,28 assimilation (trisodium ClTrate) transparence trouble
Leir]
PAC acide phénylacétique 0.8 assimilation (acide PhénylACétique) transparence trouble
(voir notice . :
Ox du test oxydase) - cytochrome-oxydase {voir notice du test oxydase)
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Tableau 09 : Résultats de ’examen macroscopique des souches bactériennes isolées sur milieu gélose
nutritive (GN)

Echantillons | Forme Contour Relief Taille | Aspect | Couleur Opacite
AFIl 1 Circulair | Irrégulier Plat 3mm | Lisse Blanchatr | Opaque
e brillante | e
AFI 2 Circulair | régulier Plat 1 mm | Lisse Crémeuse | Opaque
e séche
AFIl 4 Circulair | régulier Plat 3mm Lisse Crémeuse | Opaque
e
AFI 6 Circulair | régulier Plat 2mm | Rugueux | Blanc sale | Opaque
e
AFI 7 Circulair | régulier Légéremen | 1mm Lisse Blanc sale | Opaque
e t convexe brillante
AFI1 8 Circulair | irrégulier Convexe 3mm | Lisse Blanchatr | Opaque
e brillante | e




AFI 9 Circulair | irrégulier Convexe 2 mm | Rugueux | Blanchatr | Opaque
e e
ASI | Circulair | irrégulier Plat 1 mm | Lisse Blanc sale | Translucid
e brillante e
ASI B Circulair |  régulier Plat 2 mm | Lisse Jaunétre Légeremen
e t
translucide
ASI C Circulair |  régulier Plat 3mm | Lisse Jaunatre Opaque
e brillante
ASI D Circulair | régulier Plat 2mm | Lisse Crémeuse | Opaque
e brillante
ASI E Circulair régulier Plat 2 mm | Rugueux | Blanchatr | Opaque
e e
ASI G Circulair irrégulier | Légeremen | 1 mm | Rugueux | Beige Opaque
e t convexe
ASI H Circulair | régulier 2mm | Lisse Blanchatr | Opaque
e e
ASI F Circulair | régulier Plat 3mm | Rugueux | Blanc sale | Opaque
e
ASI J Circulair | régulier Plat Imm | Rugueux | Blanchatr | Opaque
e e
ASI L Circulair | Irrégulier Plat 1 mm | Lisse Blanchatr | Opaque
e filamenteu brillante | e
X

Tableau 10 : Résultats de I’examen macroscopique des souches bactériennes isolées sur

milieu King B.
Echantill | Forme Contour Relief Taille | Aspect | Couleur | Opacité
ons
ASII A Circulaire régulier Légérement | 2 mm | Lisse Beige Opaque
convexe brillante
ASII B Circulaire régulier Plat 3mm | Lisse Jaunatre | Légérement
brillante translucide
ASII G Rhizoide irrégulier | Légérement | 1 mm | Rugueux | Blanc opaque
convexe sale
ASIIH Circulaire régulier Légérement | 1 mm | Rugueux | Beige Opaque
convexe
ASII K Rhizoide régulier Plat 2 mm | Rugueux | Beige Légérement
opaque
ASII'N Circulaire régulier Plat 1.5 Rugueux | Blanc opaque
mm sale




ASII P Circulaire régulier Plat 1 mm | Rugueux | Blanc Opaque
sale
ASII E Circulaire régulier Plat 2 mm | Rugueux | Jaunatre | opaque
ASII | Circulaire régulier Plat 1 mm | Lisse Beige Opaque
brillante
AFIl 1 Circulaire régulier Légerement | 3 mm | Lisse Marron | Translucide
convexe seche claire
AFII 2 Circulaire régulier Légérement | 2 mm | Lisse beige opaque
convexe brillante
AFIl 4 Circulaire régulier Plat 2mm | Lisse Marron | Opaque
brillante | claire
AFII 5 Circulaire régulier Légérement | 1 mm | Lisse Blanc Opaque
convexe brillante | sale
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Tableau 11 : Résultats de I’examen microscopique des souches bactériennes étudiées aprés la

coloration de gram.

Souches Forme Gram Aspect
microscopique
AFI 1 Coccobacille _ | 1
.4
AFI 2 petite bacille - [ ]
AFI 4 Bacille - [T
AFI 6 Cocci - ESC N
- fv?hi‘-” ?
< {[1 ,,,:;.’
AF1 7 Bacille droit - s N
AFI1 8 bacille } Za
AFI 9 Petites bacilles isolés - F )
u
AFIl 1 Coccobacille - - |
;—4




AFIl 2 Petite bacille
AFIl 4 Bacilles moyens ‘
AFII 5 Petites bacilles :]
ASI B Petits bacilles : ]
ASI C Bacille s ]
ASI D Bacille —
h
ASI E Bacille : ]
ASI G Bacille : ]
ASI H Bacilles moyen '
“\‘\\;,,‘//
ASI F Petites bacilles 5
ASI J Bacilles ’ |
L |
ASI L Bacilles : ]
ASII A Petites bacilles | ]
ASII B Bacilles moyens s ‘
ASII G Bacilles moyens En amas ;
En palissade. i
ASII H Petites bacilles isolés r 1
ASII K Colibacilles =




ASII'N Bacilles moyens - )

ASII P Petites bacilles en amas - Ag
~—

ASII E Bacilles + P— |
g

ASII | cocci + [ : ]

ASI | Bacille + :
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Tableau 12 : Tableau représentant le taux d’inhibition de la croissance mycélienne en
confrontation directe.

Souches F2 G2 R2F42
AFI1 8 0 61.25% 0
AFI1 9 0 52.75% 0
AFIl 1 0 75.5 % 0
ASI1J 0 59.75% 62.5%
ASI B 0 53.75% 0
ASI | 0 55.75% 0
ASII A 65% 60% 0
ASII | 66.5% 63.75% 0
ASI D 87.5% 0 68.75%
ASIH 0 56.25% 62.5%
ASII P 68.75% 0 42.5%
ASII G 65.5% 0 60.25%
ASII B 0 62.25 % 73.5%
> Annexe 10
Tableau 13 : Tableau représentant le taux de germination
SOUCHES Jo4 J05 Jo6 Jo7 Jos Joo J10
Témoin 10% 30% 40% 50% 60% 70% 70%
AFI 1 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%
AFI 2 20% 30% 30% 40% 40% 45% 45%
AFl 4 90% 90% 100% 100% 100% 100% 100%
AFl 6 70% 80% 85% 95% 95% 95% 95%
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AFl'7 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%
AFI 8 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%
AFI 9 95% 100% 100% 100% 100% 100% 100%
AFIl 1 60% 70% 70% 75% 85% 100% 100%
AFII 2 55% 55% 65% 65% 80% 85% 85%
AFIl 4 40% 45% 55% 60% 60% 65% 70%
AFII' 5 55% 60% 75% 90% 100% 100% 100%
ASI B 90% 100% 100% 100% 100% 100% 100%
ASIC 70% 75% 75% 80% 80% 80% 80%
ASI D 55% 55% 65% 70% 80% 90% 90%
ASIE 55% 55% 55% 55% 60% 70% 75%
ASI G 90% 95% 100% 100% 100% 100% 100%
ASIH 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%
ASI F 10% 10% 15% 20% 20% 20% 20%
ASIJ 90% 90% 90% 90% 100% 100% 100%
ASI L 50% 60% 70% 90% 100% 100% 100%
ASII A 75% 80% 80% 90% 90% 90% 90%
ASII B 95% 100% 100% 100% 100% 100% 100%
ASII G 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%
ASIIH 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%
ASII K 75% 80% 80% 80% 85% 95% 95%
ASII N 60% 70% 80% 90% 100% 100% 100%
ASII P 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%
ASII E 80% 80% 90% 90% 90% 90% 90%
ASIli 55% 65% 65% 75% 75% 80% 80%
ASli 80% 90% 90% 90% 100% 100% 100%
annexe 11:
Tableau 14 : Tableau d’identification biochimique de souches bactériennes isolées a partir du sol de la
Moringa.
Tests | Forme Catalase Oxydase
Souches
AFIl 1 Coccobacille + +
AFI 2, AFl 4 Bacille + -
AFI 6 Cocci + +
AFI 7 Bacille + -
AFI 8 bacille + +
AFI 9 bacilles + +
AFIl 1 Coccobacille + +
AFIl 2, AFII 5 bacille + +
AFIl 4 Bacilles + +

+ est un réaction positive / - est un réaction négative
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Tableau 15 : Tableau d’identification biochimique de souches bactériennes isolées a partir du sol

de la Colza
Tests | Forme Catalase Oxydase

Souches
ASI B bacilles - +
ASI C, ASI G, ASI J, | Bacille + +
ASI L
ASI D Bacille - +
ASI E Bacille + -
ASI F bacilles + +
ASI H, ASII B, ASII | Bacilles moyen + +
N
ASII A bacilles + -
ASII G Bacilles + -
ASIIH bacille + +
ASII K Colibacilles + +
ASII P bacille + -
ASII E Bacilles + -
ASII | CocCCi + -
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