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Résumé 

L‟objectif de cette étude est l‟isolement et la caractérisation biochimique, physiologique 

et enzymatique des bactéries non fluorescentes à partir de sol rhizosphérique de cultivars de 

palmier dattier dans la région de Taghit. L‟isolement par la méthode de suspensions-dilutions a 

permis d‟obtenir différents caractères morphologiques, parmi lesquels, 30 isolats bactériens non 

fluorescents ont été sélectionnés par le test de florescence sur le milieu de culture King B. 

La caractérisation phénotypique et biochimique des isolats a montré une variété des 

souches isolées. Les résultats obtenus nous ont orientés vers 8 genres différents Parmi ces 

souches on a 26% souches qui représentent le genre Azotobacter ,10% souches qui 

appartiennent au genre Agrobacterium, 10% souches qui appartient au genre 

Chromobacterium et 10% souches sont des Rhizobia, 27% souches appartenant au genre 

Bacillus et 7% souches qui représentent le genre Azospirillum , 7% souches de Burkholderia 

et 3% souche qui appartiennent à l‟espèce Arthrobacter cumminsii. L‟évaluation du potentiel 

PGPR des bactéries a montré que plusieurs souches sont capables de produire l‟acide indole 

acétique, et HCN, l‟ammoniac et la solubilisation du phosphate. Les 30 isolats ont la capacité 

de formation de biofilm significatif qualitativement et quantitativement par la méthode des 

eppendorfs après 20 h d‟incubation la lecture de la densité optique (DO) de la phase du biofilm 

chez les bactéries identifiées probablement en tant qu‟espèces Bacillus sp, Chromobacterium 

sp.hyper productrice du biofilm à DO 2.5. Toutefois, les bactéries Agrobacterium sp. et 

Azotobacter sp. Se sont révélées faiblement productrices du biofilm à DO 0.5. 

Le test de L‟antagonisme in vitro de 16 souches parmi la collection présentant la plus 

forte production de biofilm a été réalisée sur deux souches pathogènes : une clinique humaine 

Escherichia coli et l‟autre phytopathogènes Agrobacterium tumefaciens C58. Les résultats ont 

montré que 5 souches ont une forte activité antagoniste  qui sont  Bacillus, Azotobacter sp. et 

Chromobacterium présentant contre les bactéries pathogènes avec des diamètres des zones 

d‟inhibition importants qui varient entre 2 mm .En revanche, les bactéries Burkholderia sp., 

Rhizobia sp. , Agrobacterium sp. Ne présentent aucun effet antibactérien. 

Mots clés : PGPR, bactéries, caractérisation, biofilm, antagonisme, HCN 



 

Abstract 

 
The objective of this study is the isolation and biochemical, physiological and enzymatic 

characterization of non-fluorescent bacteria from rhizospheric soil of date palm cultivars in the 

Taghit region. Isolation by the suspension-dilution method made it possible to obtain various 

morphological characters, among which, 30 non-fluorescent bacterial isolates were selected by 

the florescence test on King B culture medium. 

 
The phenotypic and biochemical characterization of the isolates showed a variety of 

strains isolated. The results obtained directed us towards 8 different taxonomic groups Among 

these strains we have 26% strains which represent the genus Azotobacter, 10% strains which 

belong to the genus Agrobacterium, 10% strains which belong to the genus 

Chromobacterium and 10% strains are Rhizobia, 27% strains belonging to the genus Bacillus 

and 7% strains which represent the genus Azospirillum, 7% strains of Burkholderia and 3% 

strain which belong to the species Arthrobacter cumminsii (rhizobium Pseudomonas 

Bacillus etc.). Evaluation of the PGPR potential of bacteria showed that several strains are 

capable of producing indole acetic acid, and HCN, ammonia and phosphate solubilization. 

 
The 30 isolates have the capacity for the formation of qualitatively and quantitatively 

significant biofilm by the method of eppendorfs after 20 h of incubation the reading of the 

optical density (OD) of the phase of the biofilm in the bacteria identified probably as Bacillus 

sp, Chromobacterium sp hyper-producing biofilm at OD 2.5. However, Agrobacterium sp. 

and Azotobacter sp proved to be producers of biofilm at OD 0.5. 

 
The in vitro antagonism test of 16 strains among the collection with the highest biofilm 

production was carried out on two pathogenic strains: one clinical Escherichia coli and the other 

phytopathogenic Agrobacterium tumefaciens C58. The results showed strong antagonistic 

activity of Bacillus sp, Azotobacter sp. and Chromobacterium violaceum  presenting against 

pathogenic bacteria with large inhibition zone diameters that vary between 2 mm. In contrast, 

the bacteria Burkholderia sp, Rhizobia sp. , Agrobacterium sp. show no antibacterial effect. 

 
Key words: PGPR, bacteria, characterization, biofilm, antagonism, HCN 
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Introduction 

Le sol est un réservoir important de microorganismes, il renferme une microflore 

complexe et variée qui joue des rôles essentiels pour l‟écosystème tellurique et les organismes 

pluri cellulaires qui y vivent. 

La rhizosphère est la région du sol située sous les racines des plantes dont la plupart des 

plantes sont en effet en interaction directe avec le sol tout au long de leur existence, de la graine 

jusqu'aux débris végétaux, dont elles dépendent pour leur alimentation en eau, leur nutrition 

minérale et leur ancrage. 

Le sol de la zone saharienne d‟Algérie est riche en plusieurs éléments pour la croissance 

des plantes et la totalité de Sahara algérien est composée de palmier dattier qui joue également 

un rôle important dans l‟économie locale et nationale, considéré comme source de devises pour 

le pays (Grégoire Freschet. 2018). 

Ces plantes bénéficient des effets directs et/ou indirects des microorganismes en 

particulier ceux de la flore rhizosphérique. D‟autre part, une flore bactérienne rhizosphérique 

fluorescente et non fluorescente hétérogène influence favorablement la croissance des plantes, 

et connue sous l‟acronyme PGPR : plant growth promoting rhizobacteria stimulatrices de la 

croissance des plantes. 

En effet, les PGPR interviennent sur la croissance des plantes selon plusieurs 

mécanismes. Les PGPR appartiennent à plusieurs genres diférents : Azotobacter , 

Arthrobacter cumminsii , Bacillus subtilis, Chromobacterium violaceum (Abd El-mageed et 

al.,2022). Ces bactéries jouent un rôle très important dans déférents secteurs comme le 

domaine industriel dont les enzymes produites par Bacillus représentent 50 %des enzymes sur le 

marché, parmi lesquelles l‟amylase, la protéase et la glucanase sont utilisées dans différents 

procédés industriels. En agriculture, ces microorganismes permettent de lutter contre de 

nombreux ravageurs et maladies de cultures comme les larves de lépidoptères et de 

coléoptères (Ghadamgahi et al., 2022). 

Dans le domaine médicale et pharmaceutique, les Actinomycètes ont la capacité de 

produire divers types de métabolites secondaires ; à savoir : des antibiotiques, des substances 

antitumorales, des métabolites nutritionnels (Ghadamgahi et al., 2022). 

Dans ce contexte, l‟objectif de notre travail consiste à l‟isolement et la caractérisation 

des bactéries rhizosphèriques non fluorescentes à partir de 4 cultivars du palmier dattier de la 
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région Taghit située dans la wilaya de Béchar. ces bactéries qui ont le pouvoir de coloniser la 

rhizosphère et leurs effets bénéfiques sont liés à leur position stratégique à l‟interface sol-racine 

Nous allons réaliser dans cette recherche 

 
 L‟isolement des bactéries à partir de sol rhizosphérique de palmier dattier 

 
 Purification des souches bactériennes 

 
 L‟identification préliminaire des souches bactériennes basée sur des caractères 

morphologiques et biochimiques. 

 La formation de biofilm des souches isolées. 

 
 Essai de biocontrole in vitro d‟une collection des souches isolées à l‟égard de 2 

bactéries pathogènes Agrobacterium tumefaciens et Escherichia coli. 
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I /_ Palmier dattier 

 
Le palmier dattier (Phoenix dactylifera) est l‟une des plus importantes cultures fruitières 

des Régions arides et désertiques du Moyen-Orient, du sud d‟Asie et de l‟Afrique duNord 

(Ghazi et Sahraoui, 2005). Cette plante est une composante essentielle de l‟écosystème oasien, 

grâce à sa remarquable adaptation aux conditions climatiques, les multiples utilisations de ses 

produits et la haute valeur nutritive de ses fruits, et sa morphologie qui favorisent d‟autres 

cultures sous-jacentes (Bousdira et al., 2003  ; Bakkayee, 2006) . 

Le palmier dattier est une plante monocotylédone dioique avec des pieds femelles 

(Nakhla) et des pieds males (Dokkar à croissance apicale dominante,de la famille des Arecaceae 

(Palmae) (Sedra, 2003). 

I .1.Exigences écologiques du palmier dattier 

 
Le palmier dattier est une plante arborescente connue pour son adaptation aux conditions 

climatiques très sévères des régions sèches et chaudes. Le palmier dattier est une espèce 

thermophile exigeant un climat chaud, sec et ensoleillé. C‟est un arbre qui s‟adapte à tous les 

sols sensible à l‟humidité pendant la période de pollinisation et au cours de la maturation 

(Ben abbes, 2011). 

I.2. Importance économique dans le monde et en Algérie 

 
La production mondiale de dattes avoisine 100 millions de tonnes générant ainsi 

chaque année des millions de dollars US pour les pays producteurs ( FAOSTAT.2020). 

En Algérie, la superficie occupée par la culture de palmier dattier couvre 160 000 ha qui 

Représentent actuellement plus de 18 millions de palmier, avec une production annuelle 

moyenne des dattes de plus 500 000 tonnes. En 2018 ; la production de dattes représente  

109470 tonnes avec plus de 30 000 tonnes pour l‟exportation. Les surfaces de palmeraies 

différent d‟une wilaya à une autre. La superficie importante concerne les wilayas de Biskra et 

d‟El-oued atteignant toutes les deux 53,533ha ( FAOSTAT.2020). 
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II /_ Le sol Rhizosphérique du palmier dattier 

 
II.1. Le sol 

 
Le sol est l‟environnement ou cohabitent les racines des végétaux, les animaux et les 

microorganismes. C‟est un assemblage complexe de substances minérales et organiques, de gaz 

et d‟eau, à l‟intérieur duquel se déroulent simultanément des phénomènes de dégradation et de 

synthèse. A cause de son hétérogénéité, il abrite des populations de microorganismes, à des 

particularités biologiques et biochimiques très variées. L‟activité de ces populations est 

influencée par divers facteurs : la température, le pH, la profondeur du sol, l‟humidité et la 

présence des substances organiques et inorganiques (Ameur, 2014). 

II.1.1. La structure de sol 

 
La structure de sol peut être définie comme le regroupement de particules primaires du 

sol en de larges unités de composés d‟origine, de taille et de forme différentes (Bouras., 2014). 

En effet, la structure du sol présente une importance considérable sur son 

fonctionnement. D‟une part, elle détermine la pénétration des racines dans le sol, d‟autre part, 

elle agit sur les déplacements d‟eau, d‟éléments nutritifs de la masse du sol vers les racines 

(Lavelle et Pain, 2001). 

II.2. La rhizosphère : 

 
La rhizosphère est un écosystème complexe composé d'une zone étroite autour de la 

racine de la plante (Zhang et al.,2015). Cette zone est plus riche en nutriments par rapport au 

sol nu en raison de l‟accumulation d‟une variété des exsudats racinaires. La plante libère des 

exsudats racinaires constitués de substances organiques carbonées et azotées comme les 

polysaccharides, les acides organiques et les protéines (Ahmed et al.,2019). Ces exsudats 

favorisent le développement de la microflore pathogène ou non et fournissent une source 

d‟énergie et de nutriments aux bactéries telluriques (Gray et Smith, 2005). 

La zone rhizospherique peut être divisée en trois zones distinctes qui sont : 

l‟endorhizosphère (l‟intérieur de la racine), le rhizoplan (surface racinaire) et l‟ectorhizosphère 

ou le sol rhizosphérique (sol lié à la racine par opposition au sol distant) (Figure 1) . 
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A/ L’endorhizosphère 

 
Certains microorganismes vivent au contact direct de la racine, voire même pénètrent 

dans les tissus rhizodermiques et corticaux, sans pour autant être parasites ou prédatrices 

dont l‟interface entre la racine et la microflore s‟étend à l‟intérieur de la racine (David et 

McNear, 2013). 

B/Le rhizoplan et l’ectorhizosphère 

 
Le rhizoplan est la zone de la surface des racines où les micro-organismes se fixent en 

utilisant des structures de surface telles que les flagelles, les fimbriae ou les polysaccharides 

de la surface cellulaire (Mwajita et al., 2013). 

 
L‟ectorhizosphère représente la zone extérieure qui se trouve directement après le 

rhizoplan.(David et McNear, 2013). 

 
 

 
 

Figure 01 : Diagramme d‟une racine et structure de la rhizosphère (Seshadri et al., 

2015). 
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II.2.1. La microflore rhizosphèrique 

 
La rhizosphère est un milieu dynamique et structuré. Elle abrite une multitude de 

microorganismes interagissant de diverses façons avec la plante et qui sont structurés en 

communautés complexes dans lesquelles diverses interactions entre les microorganismes eux- 

mêmes existent (Wardle et al., 2004). C‟est également un environnement caractérisé par un 

volume très élevé de substances racinaires favorisant une grande population microbienne 

(Miransari, 2011). 

La microflore est composée de bactéries, des champignons, des protozoaires des virus, 

. La distribution des micro-organismes du sol est dépendue des facteurs nutritionnels et des 

facteurs physicochimiques. Les champignons et les bactéries sont les plus abondants 

(Bahadur et al.,2017). 

II 2.2. Les interactions entre les microorganismes 

 
Les interactions entre les microorganismes, les racines des plantes et le sol sont 

nombreuses et très intenses. Ces interactions sont catalysées par les exsudats racinaires qui 

favorisent certains groupes de microorganismes aux dépens d'autres au sein de la communauté 

microbienne. (Ghitri, 2018). 

A/ Compétition : 

 
La compétition se déclenchera entre les bactéries pour les éléments nutritifs lorsqu‟il y 

a une consommation simultanée du même composé par plusieurs microorganismes. Pour 

être un compétiteur efficace, un agent antagoniste doit être capable d‟utiliser rapidement et 

efficacement les éléments nutritifs présents en faible concentration sur les organes de la plante 

(Jijakli, 2003). Les bactérie Pseudomonas spp. sont capables d‟établir une compétition pour 

les nutriments dans la rhizosphère et de produire une large gamme de métabolites 

antimicrobiens (Panpatte et al ., 2016). 

B/ Parasitisme : 

 
Le parasitisme est l'attaque directe d'un microorganisme par un autre dans un but 

nutritionnel dont un des protagonistes (le parasite) tire profit (en se nourrissant, en s‟abritant ou 

en se reproduisant) aux dépens d‟un hôte. La rhizosphère qui héberge une large variété de 

populations microbiennes, constitue un milieu favorable pour l'apparition du parasitisme 

(Barroca, 2005). Plusieurs bactéries pathogènes chez les plantes (Agrobacterium spp., 

Pseudomonas syringae, Xanthomonas spp., Ralstonia solanacearum), et surtout les 



Chapitre I Synthèse bibliographique 

7 

 

 

 

champignons, les oomycètes et les virus qui provoquent le plus de dégâts et des maladies 

chez les plantes (Patrick, 2011). 

C/ Antagonisme : 

 
Le terme d'antagonisme désigne une inhibition ou une action défavorable d'un 

organisme sur la virulence d'agents phytopathogènes se conservant dans le sol ou bien vis-à- 

vis d'un autre à l'intérieur d'une population microbienne mixte. L'antagonisme généralement 

se manifeste soit par une compétition, un hyper parasitisme, une production de sidérophores 

ou par une antibiose (Djellout et al., 2019). Les espèces du genre Pseudomonas et Bacillus, ces 

microorganismes ont un effet antagonisme avec les agents phytopathogénes (Oulebsir- 

Mohandkaci et al.,2019). 

 

 
 

 

 
Figure02 : Interactions entre plantes et bactéries coopératives dans la rhizosphère 

(Khan et al., 2009) 
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III .Les Rhizobactéries 

 
Les bactéries rhizosphériques sont parmi les organismes qui vivent et se développent en 

quantité dans les régions immédiates autour des racines. Sans pénétrer dans la plante, la 

communauté bactérienne de la rhizosphère est considérée parmi les réservoirs de 

microorganismes présents dans le sol (Bahadur et al.,2017). 

Les bactéries majoritaires généralement retrouvées dans la rhizosphère appartiennent 

aux genres Achromobacter, Arthrobacter, Azotobacter, Azospirillum, Bacillus, Enterobacter, 

Pseudomonas et Serratia (Gray et Smith, 2005). Parmi ces bactéries, entre 2 et 5% sont qualifiées 

de rhizobactéries promotrices de la croissance des plantes PGPR (Antoun et Kloepper,2001). 

 

 
 

 

 

Figure 03: Activité microbiologique de la rhizosphère (Vittorio et Christoph, 2016) 
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III .1.Les Rhizobacteries stimulatrices de la croissance végétale 

 
Les PGPR«PlantGrowth-Promoting-Rhizobacteria» ou rhizobactéries promotrices de la 

croissance des plantes ont été définies pour la première fois par Kloepper et Schroth (1978) 

comme étant les bactéries qui colonisent le sol tout en améliorant leurs croissances (Dorjey,et 

al., 2017). Ces bactéries sont capables de coloniser efficacement les systèmes racinaires et 

influencent de manière bénéfique la plante en stimulant sa croissance (voie directe) et/ou par 

voie indirecte en la protégeant contre des infections par des agents phytopathogènes. 

Les PGPR les plus fréquemment identifiées sont Agrobacterium, Arthrobacter, 

Azotobacter, Azospirillum, Bacillus, Burkholderia, Caulobacter, Chromobacterium, 

Pseudomonas (Ahemad and Kibret 2014). 

III .2.Diversité des rhizobacteries 

 
Les rhizobactéries sont devisées en 2 groupes, le premier groupe représente les 

bactéries fluorescentes comme Pseudomonas fluorescens et le deuxième groupe est composé 

de bacteries non fluorescentes : Azospirillum, Azotobacter, Bacillus…etc. 

III .2.1 Les bactéries fluorescentes 

 
Les bactéries fluorescentes sont des espèces à Gram négatif. la fluorescence est due à la 

production d'un pigment appelé pyoverdine .Parmi les bacteries fluorescentes :Pseudomonas 

fluorescens. 

III.1.1 Les Pseudomonas 

 
Les Pseudomonas sont des bacilles à Gram négatif typique de 0,5 a 1 µm de diamètre 

sur 1,5 a 5 µm de long, chimio-hétérotrophes, mobiles grâce à leur flagelle polaire (Chaker, 

2012). Ce sont des bactéries ubiquistes particulièrement abondantes dans les sols, les eaux, et 

souvent pathogènes des animaux et des végétaux (Haas et Keel, 2003). Les différentes espèces 

de Pseudomonas sont divisées en cinq groupes selon leurARNr, les Pseudomonas fluorescens, 

Pseudomonas putida, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas syningae et Pseudomonas 

auerofaciens (Hofte et Altier, 2010). 

Les espèces saprophytes de Pseudomonas spp. fluoerescents qui regroupent les 

P.chlororaphsis ; P.fluorescens et P.putida sont catalase positive, mésophile chimio- 

organotrophe puisqu‟elles peuvent croitre dans un milieu minéral ne contenant qu‟une seule 

source de carbone.(Hofte et Altier, 2010). 
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III.2.2 Les bactéries non fluorescentes 

 
Dans la rhizosphère, il existe plusieurs bactéries non fluorescentes telles que les genres 

Bacillus, Azotobacter, Agrobacteruim…etc. Les bactéries Bacillus et Azotobacteres sont les 

plus abondantes (Ahemad and Kibret ., 2014). 

III.2.2.1 Le genre Bacillus 

 
Les Bacillus sont des cellules à Gram positif en forme de bâtonnet droit ou légèrement 

recourbé que l'on retrouve seul ou en pair, parfois en chaine et occasionnellement en long 

filament (Barak.2021). Le genre Bacillus pourrait être intéressant à utiliser comme PGPR. Ce 

genre bactérien appartient à la famille des Bacillaceae de l'ordre des Bacillales dans 

l'embranchement des Firmicutes. 

Les Bacillus sont des bactéries ubiquitaires retrouvés dans divers environnements tels 

que les plantes et sols les évents hydrothermaux, les environnements extrêmes, l'eau de mer, 

etc (Dergham et al .,2021). Cette distribution dans divers environnements démontre la grande 

capacité métabolique des Bacillus. Il est possible d‟isoler plusieurs espèces de Bacillus à partir 

d'échantillons de sols. Les espèces retrouvées en abondances dans les échantillons de sols sont 

B. subtilis et B. cereus (Lubkowska et al.,2020 ). 

 
Le genre Bacillus contient en moyenne 4973 ± 923 gènes. L‟espèce B. eoahuilensis 

représente le plus petit génome (3.35 Mb) répertorié tandis que les espèces B.cereus 

contiennent les plus grands génomes (5 716 ±354 gènes) parmi les différentes espèces de 

Bacillus ( Yuan.,2020 ). 

La majorité des espèces de Bacillus sont non pathogènes, mais il existe des souches 

pathogénes soit pour les insectes, les animaux ou les humains comme Bacillus anthracis, 

Bacillus cereus et Bacillus thuringiensis (Stlow., 2021) 

III.2.2.2 Les Agrobactéries 

 
Le genre Agrobacterium, ainsi que l‟espèce Rhizobium rhizogenes, appartiennent à la 

famille des Rhizobiaceae, des Alphaprotéobactéries. Ces espèces sont parfois définies comme 

des Rhizobium qui ne fixent pas l‟azote mais produisent d‟autres types d‟hypertrophies). 
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Cependant, la plupartdes agrobactéries sont des bactéries saprophytes du sol, ni pathogènes, ni 

symbiotiques (Vigouroux,2013). 

Les agrobactéries sont des batonnets à Gram négatif de 0,6 – 1,0 µm x 1,5 – 3,0µm ne formant 

pas de spores et sont mobiles grâce à des flagelles (de 1 à 6) péritriches. Elles sont 

chimioorganotrophes aérobies. Sur un milieu contenant des sucres elles produisent beaucoup 

d‟exopolysaccharides (polymères extracellulaires), les colonies ont un aspect très muqueux. 

Elles produisent de la catalase et généralement aussi de l‟uréase et de l‟oxidase (Portier,2004). 

III.3. Modes d’action des PGPR 

 
Les PGPR interviennent sur la croissance des plantes selon plusieurs mécanismes, de 

manière directe par la fixation d„azote atmosphérique, l„apport de nutriments non disponibles, 

(phosphore et autres nutriments minéraux), la production de régulateurs de croissance végétale 

(auxines, cytokinines et gibbérellines) et la répression de la synthèse d„éthylène. Ces 

microorganismes peuvent intervenir indirectement via la production d'antibiotiques, 

compétition (pour les éléments nutritifs, l„oxygène et l„espace), l'activation de la résistance 

systématique induite (ISR) (Moenne- Loccoz et al.,2019). 

III.3.1. Les effets direct 

 
Les mécanismes directs sont ceux qui se produisent à l‟intérieur de la plante et affectent 

directement leur métabolisme. Les bactéries PGPR facilitent la croissance des plantes 

directement en aidant à l'acquisition des ressources (azote, phosphore et minéraux essentiels) 

ou par modulation des niveaux d‟hormone végétales (Munees et Mulugeta, 2014) 

 

 
a/Fixation d’azote : 

 
L'azote est un aliment essentiel bien connu pour la croissance et le développement des 

plantes. Bien qu'il y ait environ 78% de N2 dans l'atmosphère, il est indisponible pour les 

plantes en croissance (Pujic et Normand, 2009). 

Le N2 atmosphérique est converti en formes utilisables par la plante par la fixation 

biologique de N2 par les bactéries en utilisant un système enzymatique complexe appelé 
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nitrogénase (Weyens et al., 2010). Les bactéries fixatrices de l‟azote ont la capacité de 

récupérer l'azote atmosphérique et de le fournir aux plantes par deux mécanismes qui sont 

symbiotiques et non symbiotiques. 

La fixation d'azote symbiotique est une relation mutualiste entre une bactérie et la plante. 

Quelques bactéries fixatrices d‟azote sont libres dans larhizosphère comme Achromobacter, 

Acetobacter, Arthrobacter, Azospirillum, Azotobacter, Bacillus, Beijerinckia, Clostridium, 

Enterobacter, Klebsiella, Rhodopseudomonas et Xanthobacter (Tilak et al., 2005). 

B/ Solubilisation des phosphates 

 
Après l‟azote, le phosphore est l‟élément le plus limitant pour les plantes (Ramos 

Solano et al., 2008 ; Keneni et al., 2010).Il joue un rôle pratiquement important dans tous les 

processus métaboliques majeurs dans les plantes, y compris la photosynthèse, le transfert 

d'énergie, la transduction du signal, la biosynthèse macromoléculaire et la respiration(Khanet 

al., 2010) Les plantes absorbent le phosphate uniquement sous deux formes solubles : les ions 

monobasique (H2PO4 - ) et basique (HPO4 2-) (Gupta et al., 2015). 

La solubilisation microbienne du phosphate joue un rôle important dans la conversion 

du phosphate insoluble en phosphate soluble. En effet, il a été démontré que certains 

microorganismes du sol sont impliqués dans la solubilisation des phosphates insolubles, ces 

microorganismes produisent des acides organiques et relâchent des protons, qui à travers leurs 

groupements carboxyliques, chélatent les cations fixés au phosphates insolubles ce qui permet 

de les convertir en formes solubles (Taktek, 2015). 

Parmi les rhizobacteries qui ont la capacité de solubiliser le phosphate sont Azotobacter 

chroococcum, Bacillus spp. Bradyrhizobium spp. Enterobacter agglomerans, Pseudomonas 

putida et Rhizobium spp. (Oteino et al .,2015). 

 

 

 

 
C/Solubilisation du potassium 

 
C‟est le troisième nutriment majeur important pour les plantes. Les concentrations de 

potassium soluble dans le sol sont généralement très faibles et plus de 90% de potassium dans 

le sol existe sous forme de roches insolubles et de minéraux de silicate (Parmar et Sindhu, 

2013). 
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Sans potassium adéquat, les plantes ont des racines mal développées, poussent 

lentement, produisent de petites graines et ont des rendements plus faibles. (Kumar et 

Dubey, 2012). Les microorganismes des sols jouent un rôle clé dans le cycle potassium 

naturel. Les bactéries solubilisant le K, sont Pseudomonas spp., Bacillus mucilaginosus 

,Bacillus edaphicu , burkholderia spp. (Liu et al.,2012) 

D/ Production de sidérophores  

Le fer est un élément capital aussi bien pour les bactéries que les champignons et les 

plantes. Il est abondant dans le sol et se présente sous forme d'oxydes de fer (Fe3+) ,mais il 

demeure souvent un facteur limitant pour la croissance des bactéries et des plantes. La plupart 

des microorganismes ont développé un mécanisme spécifique afin de l‟assimiler via la 

production de sidérophores (Compant et al., 2005). 

Ces sidérophores sont des métabolites secondaires de faible poids moléculaire, compris 

entre 200 et 2000 daltons, dont le rôle est de solubiliser, de chélater et d‟extraire lefer ferrique 

de nombreux complexes minéraux ou organiques et de le rendre ainsi accessible aux 

microorganismes (Meziane et al., 2005). Les plantes peuvent utiliser divers siderophores 

bactériens de la rhizosphère comme sources de fer, les bactéries productrices de sidérophores 

appartiennent auxgenres Bradyrhizobium, Pseudomonas, Rhizobium, Serratia et Streptomyces 

(Kuffner et al., 2008). 

E / Production des phytohormones  

 
Les hormones végétales sont des messagers chimiques affectant la capacité de la 

plante à réagir à son environnement. Sans compter qu'elles jouent un rôle important dans la 

réponse de la plante aux stress biotiques et abiotiques (Spaepen et al., 2007). De nombreuses 

phytohormones sont produites par les PGPR (Wong et al., 2015; Kang et al., 2016) 

Les rhizobactéries favorisant la croissance des plantes en produisant des phytohormones 

telles que les auxines, les cytokines, les gibbérellines et l'éthylène. Ces hormones peuvent 

affecter la prolifération cellulaire dans l'architecture racinaire par la surproduction de racines 

latérales et de racines avec un accroissement subséquent de l'apport d'éléments nutritifs et d'eau 

(Olenskaet al., 2020). 
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E-1/Acide indole acétique (AIA)  

 
L‟acide indole acétique représente l'une des hormones végétales les plus importantes du 

groupe des auxines, quantitativement le plus produit par les PGPR. Il fonctionne comme une 

molécule de signal important dans la régulation du développement des plantes, agissant sur 

l'organogenèse, les réponses trophiques, les réponses cellulaires telles que l'expansion des 

cellules, la division, la différenciation et la régulation des gènes (Ryu et Patten, 2008). 

L‟AIA bactériennes augmentant la surface et la longueur de la racine et fournit ainsi à 

la plante un meilleur accès aux nutriments du sol. La production d'AIA a été détectée chez plus 

de 80 % des bactéries en provenance de la rhizosphère. Les bactéries capables de produire de 

l'AIA appartiennent aux genres Pseudomonas, Arthrobacter, Acinetobacter, Enterobacter et 

Bacillus (Yuan et al., 2011) 

E -2/Cytokinines et gibbérellines 

 
Les cytokinines jouent un rôle-clé dans un grand nombre de processus physiologiques 

tels que la division cellulaire des plantes, l'interruption de la quiescence des bourgeons 

dormants, l'activation de la germination des graines, la promotion de la ramification, la 

croissance des racines, l'accumulation de la chlorophylle, l'expansion des feuilles et le retard de 

la sénescence (Osugi et Sakakibara, 2015). 

Cependant, l'effet des rhizobactéries favorisant la croissance des plantes sur la 

croissance des plantes est stimulant tandis que l'effet des cytokinines des agents pathogènes 

est inhibiteur (Glick et al., 2007). Le gène codant pour l‟enzyme responsable de la synthèse 

des cytokinines a été initialement caractérisée chez Agrobacterium (Ivanova et al., 2001). 

Les bacteries Azospirillum brasilense et Rhizobium ont la capacité de synthetiser des 

substnaces de gibberellines, ainsi que les différents genres bactériens qui peuplent le système 

racinaire de la plante, y compris Azotobacter, Arthrobacter, Azospirillum, Pseudomonas, 

Bacillus, Acinetobacter, Flavobacterium, Micrococcus, Agrobacterium, Clostridium, 

Burkholderia, et Xanthomonas (Mitter et al., 2002 ;Tsakelova et al., 2006 ;Joo et al., 2009). 

III.3.2. Effets indirects  

 
Les mécanismes indirects sont, en général, ceux qui se produisent a l‟extérieure de la 

plante. Les bacteries assure un milieu sain pour la croissance de la plante, ce qui assure une 

bonne croissance des plantes par l‟élimination des agents phytopathogènes à travers la 
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compétition pour l„espace et les nutriments, la synthèse d„enzymes hydrolytiques, l„inhibition 

des enzymes ou des toxines produites par les pathogènes, et l„induction des mécanismes de 

résistance de la plante (Prasad et al., 2021). 

A / Productions des metabolites antimicrobiens 

 
La production d'antibiotiques est considérée comme l'un des mécanismes de bio contrôle 

les plus puissants et les plus étudiés chez les PGPR. (Shilev, 2013). L‟oligomycine A, la 

kanosamine, la zwittermicine et la xanthobacine sont produites par les bactéries Bacillus spp. 

,Streptomyces spp. et Stenotrophomonas spp. (Mabood et al.,2014). 

 
Les bactéries solubilisant le phosphate telles que les bactéries à Gram négatif, 

Pseudomonas fluorescens, P. aeruginosa et Chromobacterium violaceum sécrètent 

également des antibiotiques et assurent la protection des plantes contre les pathogènes transmis 

par le sol(Taurian et al., 2010 ;Vassilev et al., 2006). 

D‟autre part, les souches de Pseudomonas produisent une variété de métabolites 

antifongiques puissants, comme l‟acide cyanhydrique (HCN), la viscosamide, la pyolutéorine, 

le 2,4- diacetylphloroglucinol (DAPG), la pyrrolnitrine, les phénazines, les butyrolactones les 

tensines et les tropolones(de Souza et al., 2003 ; Haas et Defago 2005). 

B/Induction d’un système de résistance : 

 
Les plantes ont la capacité d'acquérir un état de résistance systémique induite (ISR) 

contre des agents pathogènes après inoculation de bactéries bénéfiques. 

Certaines rhizobactéries peuvent ainsi déclencher la résistance systémique induite. De 

nombreux composants bactériens tels que les lipopolysaccharides (LPS), sidérophores, 

lipopeptides cycliques, peuvent induire une résistance systémique des plantes (Gupta et al., 

2015 ; Shameer et Prasad.,2017). Parmi les bacteries qui ont la capacite de déclencher la 

résistance systémique induite sont : Paenibacillus alvei, Acinetobacterlwoffii, Curtobacterium 

sp Oxidans, Arthrobacter et Actinobacteria endophytiques (Conn et al., 2008). 

L‟ISR peut être induite par des microorganismes variés comme Bacillus pumilus, ou 

entérobactéries comme Serratia marcesens ou Pantoea agglomerans. 
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C / Compétition pour l’espace et les nutriments  

 
Les rhizobactéries à croissance rapide peuvent éliminer les pathogènes fongiques par 

une compétition pour le carbone et les sources d‟énergie (Rehman et al., 2020). Les PGPR 

doivent être présent sur les racines en nombre suffisant pour avoir un effet bénéfique sur les 

plantes et pour être capable d  instaurer une compétition pour les nutriments dans la rhizosphère 

(Haas et Defago, 2005). Les propriétés renfor ant le potentiel colonisateur d  une souche sont 

la mobilité (Jofre et al., 2004), le chimiotactisme et la faculté d  utilisation des composés 

excrétés par les racines en tant que sources de carbone et d  azote (Matthew et Nels, 2015) . 
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Figure 04: Diagramme schématisé montrent les effets directs et indirects des 

PGPR sur la croissance des plantes (Gupta, Parihar et al., 2015). 
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II. Formation de biofilm par les PGPR 

 
Le biofilm bactérien est un ensemble de microorganismes, soit de la même espèce, soit 

d‟espèce différentes, qui vivent en symbiose et forment une communauté. Il constitue un 

ensemble de cellules isolées et de micro colonies de cellules filles, associés entre elles et/ou au 

surfaces enfermées dans une matrice auto-produite de substances polymères extracellulaires 

(EPS) (AYE, 2015). 

La production de biofilm par PGPR reflète leur pouvoir de colonisation du système 

racinaire et est considéré comme une activité PGPR importante comme les Bacillus (Prescott 

,2003). 

 
Les bactéries du biofilm sont reliées par une matrice extracellulaire, qui a pour fonction 

de protéger les bactéries de l'environnement extérieur et d'adhérer le biofilm à la surface. La 

composition de la matrice varie selon l‟espèce bactérienne et les conditions de croissance 

(Yannick et al. 2016). La matrice peut être aussi composée de protéines, d'acides nucléiques, 

d'agents tensioactifs, de lipides, de glycolipides, de cations et de la cellulose (AYE, 2015). 

II.1. Les étapes du développement de biofilm 

 
La formation d'un biofilm passe par plusieurs étapes : l‟adhésion réversible, l‟adhésion 

irréversible, la formation des micro-colonies, la maturation et la dispersion. 

1. Adhésion Initial réversible 

 
Cette étape est influencée par des conditions environnementales impliquant le pH, la 

température, la concentration en oxygène et en nutriments (Emily, 2015). 

2. Attachement Irréversible 

 
La fixation à la surface solide devient irréversible en raison de la production 

d‟exopolysaccharides par les bactéries et surtout grâce à des structures d‟adhérence variables 

selon les espèces bactériennes comme les fimbriae et les flagelles (Van Houdt et 

Michiels,2010). 
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3. Formation des Micro colonie 

 
Les bactéries se multiplient lentement et continuent de produire des exopolysaccharides. Elles 

s‟agrègent entres elles et forment des microcolonies, qui sont protégées par la matrice 

exopolysaccharidiques (Emily, 2015). 

4. Formation des Macro colonie 

 
Lorsque les bactéries se fixent solidement au support, elles vont accélérer leur division 

cellulaire pour développer le biofilm et donner son architecture. Cette augmentation de la 

masse va être accompagnée d‟une production intense d‟EPS qui vont interagir avec des 

molécules organiques et inorganiques du milieu environnant pour former la matrice 

extracellulaire (Othmani, 2014). 

5. Détachement 

 
Lorsque le biofilm est important, les cellules bactériennes commencent à se détacher du 

biofilm, ces cellules bactériennes reprenant leur mode de croissance planctonique ou créantleur 

propre biofilm (Emily, 2015). 
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Figure05 : représentation schématique des différentes étapes de formation d‟un 

Biofilm(Yannik et al.,2016). 

 
 

III. L’utilisation des Rhizobacteries 

 
III.1. Dans l’agriculture 

 
L‟utilisation de PGPR est un moyen potentiel de réduire l‟impact négatif sur l‟environnement 

resultant de l‟utilisation continue d‟engrais chimiques, de pesticides et des ravageurs. Les 

PGPR offrent des applications intéressantes en agriculture comme la biofertilisation et la lutte 

biologique par les biopesticides ainsi que des application en phytoremediation et d‟autre 

applications environnementales telles que l‟amelioration des reboisement des sols stériles ou 

chimiquement pollués (Aloo et al ., 2019). 

V.1.1. Biofertilisation 

 
Les bactéries colonisent la rhizosphère ou l‟intérieur de la plante et améliorent la 

croissance par l‟augmentation de la disponibilité des nutriments principaux pour la plante 

hôte, par la fixation biologique de l„azote et l„utilisation des formes insolubles de 
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Phosphore (Riaz et al., 2021). Actuellement, diverses formulations commerciales de PGPR 

sont en vente. Les formulations bactériologiques de Rhizobium spp. et Bacillus spp., 

Pseudomonas spp. sont disponibles dans plusieurs pays afin et de diminuer la fertilisation 

azotée des cultures et de favoriser la nodulation des légumineuses (Sammauria et 

Kumawat.,2018). 

 

 
V.1.2. Biostimulation 

 
Les biostimilateurs sont des microorganismes qui ont la capacité de produire ou de 

changer la concentration des régulateurs de la croissance, la production des phytohormones et 

la réduction de la concentration de l„éthylène à l„intérieur de la plante comme Pseudomonads 

fluorescentes. La bactérie peut améliorer la croissance des plantes grâce à la production de 

sidérophores qui fixent efficacement le fer de l'environnement et le rendent indisponible pour 

d'autres composantes de la microflore du sol (Timothy et al.,2021). 

V.1.3. Biopesticide ou agent de biocontrôle 

 
Plusieurs microorganismes ont la capacité de la stimulation de la croissance d„une plante 

par la production des antibiotiques et des métabolites antifongiques, la production des enzymes 

qui dégradent les membranes des cellules fongiques et ISR (Riaz et al., 2021). Parmi les 

bacteries rhizospheriques, le genre Bacillus est l‟un des microorganismes les plus connues et 

les plus utilisées dans le domaine de la lutte biologiques contre plusieurs insectes ravageurs de 

culture et agents phytopathogènes (Djellout et al.,2019). Cependant l'espèce Bacillus 

thuringiensis, dont la principale caractéristique est de synthétiser, pendant la sporulation, une 

inclusion cristalline composée de protéines ayant des propriétés insecticides (Maksimov et 

Khairullin, 2016). 

Ainsi, les actinobactéries jouent un rôle multifonctionnel dans les systèmes de 

production agricole. Les principales fonctions comprennent la production des composés et de 

métabolites favorisant la croissance, y compris des antibiotiques, qui permettent aux plantes 

hôtes de résister à des conditions de stress biotiques et abiotiques. Par conséquent, les 

actinobactéries sont souvent utilisées comme agents de lutte biologique contre de terribles 

agents pathogènes des plantes ( Hao Wang et al.,2021). 
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V.1.4. Bioremédiation (dégradent les polluants organiques) 

 
La biodégradation est le processus naturel le plus important dans la dépollution de 

l‟environnement. Les microorganismes en sont responsables, en particulier les bactéries.Parmi 

les bactéries aérobies reconnues pour leur pouvoir de dégradation, nous pouvons citer celles 

appartenant aux genres Pseudomonas, Bacillus. Elles peuvent dégrader les pesticides, les 

hydrocarbures, les alcanes et les composés polyaromatiques ( Chadli .,2015). 

III.2. Dans le domaine de l’industrie fine 

 
Les bactéries rhizosphériques comme certaines souches de Bacillus (B. licheniformis, 

B. halodurans, B. subtilis, B. amyloliquefaciens et B. clausii) sont utilisées au niveau 

industriel. Il est estimé que les enzymes produites par Bacillus représentent 50 % des enzymes 

sur le marché, les différentes enzymes (amylase, protéase, glucanase, etc.) produites par les 

Bacillus sont utilisées dans différents procédés industriels. Ces composés sont retrouvés dans 

les détergents (protéase alcaline), pour la cuisson (amylase) et les boissons (amylase, 

glucanase) ( Hao Wang et al.,2021) 

III.3. Dans le domaine médical et pharmaceutique 

Parmi les 22 500 composés biologiquement actifs d‟origine microbienne, 45% sont 

produits par des actinomycètes, 38% par des champignons et 17% par des bactéries 

unicellulaires (Rahman et al., 2011). Les actinomycètes ont la capacité de produire divers types 

de métabolites secondaires ; à savoir : des antibiotiques, des substances antitumorales, des 

métabolites nutritionnels (Kafilzadeh et Dehdari, 2015). En effet, les espèces Streptomyces 

spp. constituent la ressource de 75% des antibiotiques commercialement et médicalement utiles 

(Rahmanet al., 2011). En effet, l‟espèce Bacillus thuringiensis, en santé humaine, il permet de 

contrôler efficacement les populations de plusieurs diptères vecteurs demaladies (Rabbee et 

al., 2019). 
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Ce travail a été réalisé au laboratoire phytobactériologie de l‟Université Blida 1 

Du mois d‟Avril au Juillet 2022. Il porte sur la caractérisation de la flore bactérienne 

d‟un sol rhizospherique aride dans la région de Taghit. 

 
I- Echantillonnage 

 
Quartes Échantillons du sol rhizspheriques ont été prélevés au moin d‟Avril à 

partir de déférents cultivas de palmier dattier situé à Taghit( tableau1 ), située à 93 km 

au sud-est de Béchar. 

La région de Taghit s'articule autour d'une palmeraie longue de plus de 20 km 

.Elle est connait par son climat désertique. La température diurne est chaude à très 

chaude, alors qu'elle peut aussi être froide la nuit. La pluie n'est pas fréquente. La 

température moyenne annuelle pour la Taghit est de 27°C degrés et il y tombe 78 mm 

de pluie chaque année. les sol sont plutôt des terres agricoles où les conditions 

d‟évolution sont liées à la présence d‟humidité en relation avec la circulation des eaux 

sous le sable.(Oubadi et al .,2020). 

 

Tableau 1 : Codes des échantillons étudiés. 
 

              
              Région Taghit 

Code Cultivar Age 

TB Biskra 02 ans 

TF Feggous 10 ans 

TC Cherka 20 ans 

TR Rass el hmar 15ans 
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II - Isolement des bactéries du sol rhizosphérique. 

 
A une profondeur de 45 cm où se trouve la zone la plus riche en racine ,trois 

prélèvements de chaque cultivas ont été réalises et mis dans des sac en papier stérile 

 

II .1. Préparation des dilutions 

 
Les échantillons de chaque région sont mélanger et homogénéiser dans un 

récipient stérile. A l‟aide d‟une micropipette de 1000µL une série desdilutions 

décimales (10 - 1 à 10 - 5) a été préparée pour chaque échantillon en prélevant 10g de 

chaque sol et le pla ant dans 90ml d‟eau distillée stérile dans des flacons stériles pour 

obtenir des solutions mères. 

 

Une dilution de 10-1 puis de chaque dilution la même opération est répété jusqu‟à 

obtention de la dilution 10-5 , les flacons qui contient les solutions mères ont été 

agités par le vortex pendant 20 a 30 min. 

 

 

 

 

 
Figure 06 : la préparation des dilutions 

 

 

 
II.2. Mise en culture 

 
Un volume de 0,5 ml des dilutions 10

-2
 et 10

-4
 est ensemence en surface sur milieu 

LB (Bertani.,1951) et King B (King et al.,1954) à l‟aide d‟un râteau stérile (2 

répétitions ont été réalisées). Les boites de Pétri portant les informations nécessaires 

(dilution, type du milieu de culture, origine de souches, la date) ont été incubées à 28°c 

pendant 48-72 h. 
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III. Purification des souches bactériennes 

 
La purification est une étape très importante. Après le premier ensemencement sur 

boite de Pétri, différentes colonies sont obtenues. Chaque colonie d‟aspect différent est 

ensemencée sur les milieux LB et KB pour éliminer les bactéries fluorescentes. Les 

boites ensemencées sont incubées 24h-48h à 28°C. La purification des souches se fait 

par des repiquages successifs par la méthode d‟épuisement en milieu solide LB jusqu‟à 

l‟obtention au sein d‟une boite de Pétri de colonies identiques par l‟aspect ,la couleur 

et le diamètre. 

 

● Différentiation entre les bactéries fluorescentes et non fluorescentes sur milieu 

KB 

L‟utilisation de la lampe UV permet de différencier entre les bactéries fluorescentes 

etnon fluorescentes. La lampe ultraviolette est une ampoule fluorescente qui envoie des 

rayons ultraviolets. La fluorescence apparaitre sur les bactéries qui produisent un 

pigment appelé pyoverdine chez les bactéries Pseudomonas fluorescentes. Cette 

bactérie reflète une couleur jaune-vert ou bleu-vert vraiment froide lorsqu‟elle est 

placée sous une lumière UV (Adela et al., 2015). Les bactéries non fluorescentes ne 

montrent aucune fluoresence. Dans cette étape, seules les souches non fluorescentes ont 

été retenues dans la présente étude. 

 

 

 
IV. Conservation des souches bactériennes 

 
Les souches pures isolées sont conservées dans des tubes contenant un milieu LB 

incliné (Les souches sont ensemencées sur la pente des tubes par la méthode des stries), 

puis incubées à 28°C pendant 24- 48 heures. Les tubes dans lesquels il y a eu une 

croissance sont conservés à 4°C jusqu'à utilisation ultérieure. 

 

V. Caractérisation des souches 

 
L‟identification préliminaire des souches bactériennes a été basée sur la 

déterminationdes caractères morphologiques par coloration de Gam et les caractères 

macroscopiques des colonies et biochimiques par plusieurs tests comme : test de 

catalase, test oxydase, test de mannitol mobilité nitrate, test de citrate de Simmons. 
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V.1. Caractères culturaux et morphologique 

 
V.1.1. Aspect des colonies 

 
L‟examen macroscopique des cultures est le premier examen effectué à partir de 

l‟isolement après incubation. L‟aspect des colonies dépend du milieu utilisé de la durée 

et la température de l‟incubation. Il ne pourra être décrit convenablement qu‟à partir de 

colonies bien isolées les colonies sont d‟autant plus petites qu‟elles sont rapprochées. 

 

L‟étude macroscopique a été réalisée en tenant compte des caractères suivants : 

 
La forme des colonies (rondes, irrégulières) et leur taille par la mesure du diamètre : 

pinctiformes ou non pinctiformes. Leurs couleurs. L‟élévation des colonies (convexe, 

concave, plate), L‟opacité : opaque, translucide ou transparente et leurs surface (lisse, 

rugueuse, sèche)(Denis et al., 2007). 

 

V.1.2 Coloration de Gram 

 
La coloration de Gram est la coloration de base de la bactériologie. C'est une 

coloration double qui permet de différencier les bactéries d'après leur forme et leur 

disposition, leur affinité pour les colorants liées à la structure de la paroi. 

 

Une colonie bien isolée est prélevée à l‟aide d‟une anse de platine, et déposée 

sur une lame propre comprenant une goutte d‟eau distillée stérile réalisant un frottis.. 

Le frottis est fixé par la flamme du bec Bunsen sur le dos de la lame en verre. Aprs le 

refroidissement, la lame est recouverte par le violet de gentiane pendant une minute 

(première coloration), puis rincée à l‟eau distillée, puis la lame est plongée dans Lugol 

pendant une minute (Mordançage). Elle est ensuite rincée à l‟eau distillée. Ensuite, le 

frottis est soumis à une contre coloration à la fuchsine, la solution de Fuchsine recouvre 

la lame durant une minute et par la suite rincée la lame à l‟eau distillée. Après un 

rin age, le frottis est séché puis examiné, consécutivement, à l‟objectif 40X et à 

immersion 100 X (Singleton, 2005) 
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V.1.3 Test de KOH 

 
Le test de l'hydroxyde de potassium 'KOH' peut être utilisé comme test de 

confirmation pour la coloration de Gram. La formation d'une chaîne (ADN) dans 3% 

de KOH indique que l'isolat est un organisme Gram négatif (Les parois cellulaires à 

Gram négatif sont décomposées par KOH à 3% et libèrent à leur tour un matériau 

chromosomique viscoïde qui fait que la suspension devient épaisse et filandreuse. 

 

Une goutte de 3% KOH sur une lame microscopique, Ensuite transférer une 

quantité généreuse de bactéries (cultivées pendant 24-48 h) à la goutte de KOH Remuer 

soigneusement.(Bourgault et al.,1988) . 

 

La solution de bactéries à Gram négatif sera visqueuse et formera une chaîne 

mucoïde dans les 30 secondes, la solution de bactéries a gram positif ya pas de 

formation d‟un filament visqueux. 
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V.2 Caractères biochimiques 

 
V.2.1. Test catalase 

 
La catalase est une enzyme ayant la propriété de décomposer le peroxyde 

d‟hydrogène(H2O2) avec dégagement d‟oxygène selon la réaction suivante : 

 

H ₂O₂ 2H₂O+O₂ 

 
Sur une lame propre une goutte d‟eau oxygénée à 10 volumes est déposée et 

émulsionnée un peu de la colonie suspecte ou de la culture obtenue sur gélose. Un 

dégagement gazeux abondant sous forme de mousse ou de bulle traduit la 

décomposition de dioxygène. Le test catalase est positif et s‟il n‟y a pas de bulles : le 

test catalase est négatif (Soltani, 2017). 

 

V.2.2. Test oxydase 

 
L‟oxydase est une enzyme qui catalyse la fixation d‟hydrogène et des électrons sur 

une molécule d‟oxygène .Le cytochrome oxydase présente dans certaines chaines 

respiratoires cytochromiques bactériennes, et intervenant à la fin de la chaine 

d‟oxydoréduction (Denis et al., 2007). 

 

Sur un papier Whatman une suspension épaisse de bactéries à partir d‟une 

culture jeune est déposée sur gélose puis une goutte d‟Oxydase est ajoutée(Le 

chlorhydrate ou le N-diméthyl paraphénylène diamine 1% est utilisé comme réactif 

). 

L‟apparition d‟une couleur violette indique une réaction positive et l’absence de 

la couleur violette indique que La bactérie ne possède pas l’activité oxydase, elle est dite 

Oxydase négative. 

 
 

 
V.2.3. Recherche de la production d’indole 

 
Certain bactéries dégradent le tryptopahane en indole grâce à une tryptophanase 

Tryptophane indole 
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La recherche d‟indole est effectuée sur milieu riche en tryptophane.L‟indole 

produit est révélé par le réactif de Kovacs. Environ 3 gouttes du réactif de Kovacs sont 

ajoutées à un tube contenant le milieu indole après l‟avoir ensemencé et incubé à 28°C 

pendant24 h. le tube est agité, ensuite laissant le réactif remonter en surface. (Meziani, 

2012). 

L‟apparition d‟un anneau rouge en surface indique une réaction positive, et l‟apparition 

d‟un anneau brunâtre indique une réaction négative. 

 

 

 
V.2.4. Recherche de la gélatinase 

 
La gélatine peut être incorporée dans un milieu de culture afin de mettre en évidence 

sa dégradation par certaines bactéries possédant une gélatinase. Cette enzyme 

hydrolyse le collagène en acides aminés ou peptides (Joffin et Lyeral, 2006). 

 

Une quantité importante de la souche bactérienne à tester est ensemencée dans 

un tube contenant 5ml de le milieu incliné de gélatine, puis incubé à 28°C pendant 7 

jours . Après incubation, les tubes sont mis directement à 4 °C pendant 30 min et la 

lecture se fait juste après. Si la gélatine demeure liquide, la souche bactérienne est 

gélatinase positive (+), Si la gélatine devient solide, donc la souche bactérienne est 

gélatinase négative (-).(Joffin et Lyeral, 2006). 

 

V.2.5. Test de citrate de Simmons 

 
Ce milieu est un exemple de milieu synthétique dont la composition, qui est 

complexe, est connue exactement tant qualitativement que quantitativement. 

 

Dans ce milieu, le citrate est l'unique source de carbone. L'utilisation de ce 

substrat, pour la plupart des bactéries pouvant le cataboliser, est une utilisation aérobie, 

et se traduira par une alcalinisation du milieu.(Bey, 2009). L'équation de l'oxydation 

par respiration aérobie du citrate est : 
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2 C6H5O7 3- + 9 O2 ------------- > 12 CO2 + 2 H2O + 6 OH 

 
L‟ensemencement se fait à partir d'une culture jeune sur la pente par une strie 

longitudinale a l‟aide d‟une anse. 

 

Le bouchon n‟es pas visée à fond, afin de permettre les échanges gazeux (en particulier 

élimination du dioxyde de carbone). Les tubes sont incubés dans l'étuve 24h à 28°C. 

 

Le virage de l'indicateur de pH au bleu en cas d‟alcalinisation du milieu et la 

souche est citrate positive .En absence d‟alcalinisation du milieu ne présentent pas de 

culture. La souche est citrate négative (Bey, 2009). 

 

V.2.6. Mannitol-Mobilité nitraté 

 
Ce milieu permet l‟étude de la fermentation du mannitol et la mobilité de la souche et 

la recherche de du nitrate réductase. 

 

V.2.6.1. Mannitol-mobilité 

 
Le milieu est ensemencé à l‟aide d‟un fil de platine ou une pipette Pasteur à bout fermée 

et incubé à 27°C pendant 24 h). La lecture de l‟utilisation du mannitol est possible grâce 

à la présence d‟un indicateurde pH, le rouge de phénol. L‟utilisation du mannitol 

acidifie le milieu qui peut ainsi être révélé par le virage de l‟indicateur de pH à sa teinte 

acide (jaune) (Sayad, 2008). 

 

Les bactéries mobiles diffusent à partir de la ligne d‟ensemencement, créant un 

trouble dans le milieu alors que les bactéries immobiles poussent uniquement le long 

de la strie d‟ensemencement. 

 

V.2.6.2. Nitrate réductase 

 
La présence de nitrate de potassium permet aussi la recherche du nitrate 

réductase grâce à ce milieu. Certaines bactéries ont la capacité de réduire le nitrate en 

nitrite selon la réaction suivante : 

 

NO3-+2(H+ +e-) NO2- +H2O 
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Tandis que d‟autres peuvent poursuivre cette réaction jusqu‟au stade d‟azote 

gazeux : 

 

NO2- + 8H+ +6 (e-) N2 + 4 H2O 

 
La première et la dernière réaction sont respectivement catalysées par la nitrate 

et la nitrite réductase (Delarras, 2007).La mise en évidence du nitrate réductase se 

base sur la recherche des nitrites formés en fin de réaction en utilisant les réactifs NR1 

et NR2. 

 

Après l‟ensemencement et l‟incubation des tubes pendant 24 heures à 27°C, 2 

gouttes du réactif NR1 et 2 gouttes du réactif NR2 sont ajoutées, puis les tubes sont 

agités par le vortex. 

 

L‟apparition d‟une couleur rouge indique la présence d‟une nitrate réductase 

donc la souche sera dite nitrate réductase positive (NR+). La couleur du milieu ne 

change pas , dans ce cas une petite quantité de poudre de zinc est ajoute (réducteur de 

nitrates). Le changement de milieu vers le rose ou rouge, indique la présence des nitrates 

dans le milieu, ce qui signifie que ces composés n‟ont pas été réduits par la bactérie ; 

cette souche est nitrateréductase négative (NR-). Si le milieu reste incolore, donc il ne 

reste plus de nitrate dans le milieu ; dans ce cas la bactérie les a réduits au-delà du stade 

nitrite atteignant le stade azotegazeux.(Boulekroune, 2008). 
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Figure 08: protocole de test nitrate réductase (Boulekroune, 

2008). 
 

 

 
V.2.7. Test d’oxydation et fermentation du glucose 

 
Le milieu Hugh et Leifson appartient aux milieux MEVAG (milieux d‟études 

de la voie d‟attaque des glucides), contenant un indicateur de pH et permettant de 

déterminer la voie métabolique des bactéries (la voie oxydative ou fermentaire). 

 

Deux tubes à essai contenant environ 5 ml de milieu de culture, o,5 ml de 

glucose est additionnée avant l‟ensemencement du milieu par une culture jeune (24 h- 

48 heures) par piqure centrale à l‟aide d‟une anse en platine en forme d‟aiguille. 

 

Pour la voie fermentative, les tubes sont d‟une couche d‟huile de vaseline stérile 

environ 1cm d‟épaisseur en vue de créer les condition d‟anaérobiose, et les bouchons 

sont serrés. Et pour la voie oxydation les bouchons ne sont pas serrés. 

 

La lecture du résultat consiste à observer le virage de la couleur du milieu. Le 

virage de la couleur du milieu vers le jaune dans le tube avec l‟huile de vaseline indique 

que les bactéries sont fermentatifs .Les bactéries oxydatives montrent un changement 

de la couleur du milieu au jaune dans le tube sans l‟huile de vaseline. 

Cependant, les bactéries oxydatives fermentatives donnent un virage au jaune des deux 

tubes avec ou sans l‟huile de vaseline respectivement (Denis et al., 2007). 
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V.2.8. Test de Levane sucrase 

 
Le test levane permet de vérifier la polymérisation du fructose en polyfructose par la 

bactérie. 

 

Sur milieu levane en boite l‟ensemencement de la bactérie est réalisé 24 heures 

après, à l‟aide d‟une anse de platine stérile, en réalisant des stries sur le milieu. Les 

boites ainsi ensemencées sont maintenues pendant 48 h à 28°C. 

 

La réaction positive se traduit par la présence des stries partiellement saillante et 

luisante (vue du dessus) avec la présence d'une zone opaque et luisante en marge de la 

strie (vue de dessous). Tandis que la réaction négative se traduit par des stries prostrées. 

 

 

 

VI. Les tests enzymatiques 

 
VI .1 Production d’Acide Indole Acétique (AIA) 

 
La production d‟auxines a été testée sur gélose LB (Lauria broth) auquel est ajouté 1 

g/l de L-tryptophane. Le milieu a été recouvert de disques de papier Whatman puis 

incubées à 28°Cpendant 48 h. Le papier a été, ensuite, imprégné de réactif de 

Salkowski (2% de FeCl3à 0.5M dans 35% d‟acide perchlorique). 

 

L‟apparition d‟une couleur rose rouge, après 30 minutes de réaction indique la 

production d‟AIA , (Naik et Sakthivel, 2006). 

 

 

 
VI .2 Test de solubilisation du phosphate 

 
La capacité des souches bactériennes à solubiliser le phosphate a été testée sur le 

milieu de Pikovskaya solide (PVK) contenant du Ca3(PO4)2 comme seule source de 

01 phosphate, Après incubation des bactéries à 27C pendant 7 jours, le diamètre du halo 

de clarification autour des colonies a été déterminé selon la méthode de Babana. 
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La présence d‟un halo indique la production de substances dissolvant le 

phosphore (Rathaur et al., 2013). 

 

VI .3 Production de cyanure d’hydrogène (HCN) 

 
La production d‟HCN par les souches bactériennes a été testée sur milieu solide 

Contient de la glycine (4.4 g/l). 

Le papier Whatman stérile a été imprégné d‟une solution de picrate de sodium (5% 

d‟acide picrique et de 2% de carbonate de sodium) puis déposé à l‟intérieur de 

couverture des boites de Pétri contenant la culture bactérienne. Ces dernières sont 

scellées au parafilmet gardées en position inverse dans l‟étuve à 28°C/4.jours. les boites 

sont vérifiées quotidiennement afin d‟identifier les souches HCN positive. 

 

L‟apparition d‟une couleur orange à rouge traduit la production d‟HCN par la 

bactérie productrice (Abbas-Zadeh et al., 2010). 

 

VI .4 Production d’ammoniac (NH3) 

 
La production de NH3 a été testée sur une eau peptonée. La suspension 

bactérienne de 10 ml a été incubée à 28°C/ pendant 48h. 

 

L'accumulation de l'ammoniac a été détectée par l'addition de 1 ml de réactif de Nessler 

dans chaque culture bactérienne. 

 

Le résultat positif se traduit par l´apparition d´une couleur jaune oumarronne 

(Kavitha et al., 2013). 
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VI .5 Test de la formation de biofilm 

 
C‟est un test qualitatif et quantitatif. Ce test a été réalisé dans des eppendorfs 

transparents de 1,5 ml. Un volume de 10 µl de suspension bactérienneest 

successivement inoculé dans 0,5 ml d'un milieu LB liquide (2 répétitions pour chaque 

souche). La préparation des suspensions bactériennes a été réalisé a l‟aide d‟un 

spectrophotomètre dont la densité optique de chaque suspensions et mesurer entre 

0,27nm et 0,33nm à une longueur d‟onde de 620 nm. 

 

L'incubation a lieu à une température de 27°C. Pendant20h. Après un temps de 

réaction de 20h, un volume de 1 ml de la solution de cristal violet (0,4 %) est ajoutée 

aux tubes après élimination du milieu initial. le crystal violet est éliminé après 15 

minutes et les eppendorfs sont rincés 3 fois à l'EDS. L'examen c'est positifs'il y a une 

visualisation d'un anneau sur la paroi de l'eppendorf. La lecture consiste a solubiliser 

les biofilm colorer après ajouté d‟1ml d‟éthanol et a mesurer leur densité optique (DO) 

par la lecture de l‟absorbance ,se fait a une longueur d‟onde de 620 nm pour quantifier 

le biofilm obtenu, un témoin est préparer avec l‟éthanol est utiliser comme standard lors 

de la lecture au spectrophotomètre.(Lattab ,2018). 

 

 

 

 

 

 
 

 

Figure 09 : la méthode de formation de biofilm 
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VI .6 Antagonisme in vitro 

 
L‟activité antibactérienne des isolats bactériens a été mise en évidence par la 

méthode de stries croisées sur milieu LPGA. 16 souches ont été sélectionnées (qui 

sont hyper et fortement productrices de biofilm) et ensemencées en un seul trait à la 

surface du milieu puis incubées à 28°C pendant 48h. Une culture jeune des bactéries 

pathogènes pour l‟Homme Escherichia coli qui cause une infection urinaire et pour 

les plantes la souche Agrobacteruim tumefaciens qui cause la tumeur du collet des 

arbres fruitiers ont été ensemencé perpendiculairement aux stries longitudinales, Les 

boites ont été incubées à 37°C en fonction de la température de croissances des germes 

cibles pendant 24h à 48h (Boubetra et al.,2013). 

 

 

 
 

 
 

Figure 10 : Mise en évidence de l‟activité antibactérienne par la   

méthode de stries croisées (Boubetra et al.,2013). 
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I. Résultats d’identification des souches isolées 

I .1 Résultats d’examen macroscopique 

 
Quarte Échantillons sol rhizosphérique de palmier dattier ont fait objet d‟isolement. 

Après l‟isolement une collection de souches ont été obtenues par la méthode des dilutions. 

L'examen macroscopique des cultures est le premier examen de la culture après l'isolement. 

L‟étude macroscopique a permis de selectionner 30 isolats non fluorescents distincts par déférentes 

caractéristiques : la forme (20 colonies qui ont une forme circulaire et 10 colonies qui une 

forme irrégulière) et la couleur( 15 colonies qui ont la couleur blanches et 15 colonies qui ont la 

couleur jaunâtre ) ( Tableau2 ) 
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Tableau 2 : observations macroscopiques de souches isolées. 

 

Région codes Taille couleur forme Elévation contour surface Consistance 

 

 
 

TR 

TR5 Moyenne Blanche Circulaire Bouclé Irréguliére Rugueuse Créme 

TR7 Petite Jaunatre Circulaire Convexe Réguliére Lisse Créme 

TR6 Moyenne Blanche Irréguliére Plate Irréguliére Lisse Créme 

TR3 Petite Jaunatre Circulaire Convexe Ondulé Rugueuse Séche 

TR4 Grosse Blanche Irréguliére Plate Ondulé Lisse Muqueuse 

TR2 Petite Jaunatre Irréguliére Bombé Réguliére Lisse Créme 

TR1 Moyenne Jaunatre Circulaire Plate Réguliére Lisse Muqueuse 

 
TF 

TF4 Petite Blanche Circulaire Plate Réguliére Rugueuse Séche 

TF6 Moyenne Blanche Circulaire Plate Réguliére Lisse Muqueuse 

TF10 Petite Blanche Circulaire Bombé Réguliére Lisse Séche 

TF8 Grosse Blanche Irréguliére Convexe Irréguliére Rugueuse Séche 

TF9 Petite Jaunatre Circulaire Convexe Réguliére Lisse Muqueuse 

TF5 Grosse Blanche Irréguliére Plate Ondulé Lisse Muqueuse 

 

 

 

 

 

 

 
TC 

TC1 Grosse Blanche Irréguliére Plate Filamenteuse Rugueuse Muqueuse 

TC4 Moyenne Jaunatre Circulaire Plate Ondulé Lisse Muqueuse 

TC10 Moyenne Blanche Circulaire Plate Réguliére Lisse Créme 

TC3 Moyenne Blanche Circulaire Plate Réguliére Lisse Créme 

TC9 Petite Jaunatre Circulaire Convexe Réguliére Lisse Muqueuse 

TC5 Petite Jaunatre Circulaire Convexe Réguliére Lisse Créme 

TC13 Petite Blanche Circulaire Plate Réguliére Lisse Séche 

TC11 Moyenne Jaunatre Irréguliére Convexe Lobé Rugueuse Séche 

TC7 Petite Jaunatre Irréguliére Plate Ondulé Lisse Muqueuse 

TC6 Grosse Blanche Irréguliére Plate Ondulé Lisse Créme 

TC8 Petite Blanche Circulaire Plate Réguliére Lisse Muqueuse 

TC12 Petite Jaunatre Circulaire Convexe Réguliére Lisse Créme 

 

 
 

TB 

TB1 Petite Blanche Circulaire Plate Réguliére Lisse Séche 

TB2 Moyenne Jaunatre Circulaire Plate Ondulé Lisse Créme 

TB3 Petite Jaunatre Circulaire Plate Réguliére Lisse Muqueuse 

TB4 Petite Jaunatre Circulaire Plate Réguliére Lisse Muqueuse 
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Observation microscopique 

 

Observation macroscopique 

 

I .2 Résultats d’examen microscopique 

 
L'observation microscopique a été réalisée après la coloration de Gram montrant une 

variété de types bactériens. Ces colonies présentent différentes formes: bacille, coccobacille ou 

Cocci. Elles sont assemblées en différents arrangements soit en paire,en amas, en chainettes ou 

même isolées. Les colonies présentent aussi une paroi à Gram positif ou à Gram négatif. Parmi 

les 30 isolats, 17 bactéries se sont révélées à Gram négatif et 13 bactéries à Gram positif . 

(Figure 12) 

 

 

 

 

Figure 12 : les différents caractères des souches isolées. 

TB3 : forme Circulaire /Couleur blanche 

Couleur rose /Gram négatif  

TF10 : forme Circulaire/couleur blanche 
Couleur violet /Gram positif  
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       KOH Positif 
 KOH Négatif 

 

Tableau 3 : Résultats des souches à gram positif et à gram négatif 

 

Gram+ Gram- 
TC9,TC12,TC5,TB3,TB1,TF10,TF3,TF6,TR5,TF9 

TB2,TR2,TR1 

TR6, TF8 , TR7, TC1,TB4,TR4 

TC6 ;TC11 TF5, 

TC10,TC8,TC4,TR3,TC13,TC7,TF4 
TC3 

 

 

 
I.2.1 Résultats de test KOH 

 
Le résultat KOH positif montre que le mélange devient visqueux et la formation d‟un 

filamentlorsque l‟anse est levée, ce qui signifie que la bactérie est à Gram –. 

Tandis que le résultat KOH négatif est révélé par l‟absence de filament : bactérie est à Gram 

positif.a partir de 30isolats , 16 souches sont à à Gram positif et 14 bactéries à à Gram négatif 

. (Tableau 4. 
 

 

 

Figure 13 : Résultats de test KOH 
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Tableau 4 : Résultats de test KOH 

 
KOH- KOH+ 

TC9 ,TC12,TC5,TB3,TB1,TF10,TF3,TF6 

 

TR5,TF9,TB2 ,TR2,TR1 

TR6,TF8,TR7,TC1,TB4,TR4,TC6,TC11 

TF5 ,TC10,TC8,TC4,TR3,TC13,TC7 ,TF4 

TC3 

 

 
II. Résultats des tests biochimiques 

 

II. 1 Résultats de test de catalase 

 
L'apparition des bulles de gaz après l'addition de H2O2, révèle une réaction positive. 

Dans cette étude, tous les isolats sont catalases positive indiquant qu‟elles possèdent la catalase 

et qu‟elles dégradent le peroxyde d'hydrogène en eau et dioxygène visible par la formation de 

bulles.(Tableau 16) 

 

 
Figure14 : Résultat positif pour le test catalase. 

 
 

II.2 Résultats de test d’oxydase 

 
La recherche de l'oxydase est un des critères les plus discriminatifs et les plus employés 

pour l'identification des bactéries, surtout les bacilles à Gram négatif. l‟oxydase est un test de 

détection de l‟enzyme cytochrome oxydase chez les bacteries à Gram négatif qui produisent 

cette enzyme 

A partir de 30 isolats,17 souches se sont montrées à oxydase positif indiquant l‟apparition 

d‟une couleur rouge violacée au bout de 10 secondes. Toutefois, 13 bactéries à oxydase négatif 

présentant une réaction est tardive entre 10 et 60 secondes (Tableau 5) 
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Figure15 : Résultat pour le test oxydase 
 
 
 
 

Tableau 5 : Résultats de test oxydase 

 
Oxydase+ Oxydase- 

TR6,TF8,TR7,TC1,TB4,TR4,TC6,TC11, 

TF5,TC12,TC5,TB3,TB1,TF10,TF6,TC9, 

TF3 

TC10,TC8 ,TC4,TR3,TC13,TC7,TF4,TC3,TR5 

TF9,TB2,TR2,TR1 

 

 

II.3 Résultats de test de recherche de nitrate réductase 

 
Ce milieu permet l‟étude de la fermentation du mannitol et la mobilité des souches et la 

recherche de du nitrate réductase alors Le milieu devient rouge c‟est la Présence de nitrate. la 

bactérie possède un nitrate réductase (NR+) et quand il reste inchangé dans ce cas-là on ajoute 

la poudre de zinc qui joue le même rôle que le nitrate réductase vis-à-vis des nitrates 

, si il Ya Pas de coloration : les nitrates ont été transformés par la bactérie au-delà des nitrates. 

La bactérie possède cette enzyme, résultats (NR+). (Tableau 6) 

Oxydase 
negatif  
Oxydase négatif 
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NR- 

NR - 

T

 

 

Tableau 6 : Résultats de test nitrate réductase 
 

 
 

NR positif NR négatif 

TR6, TR7,TC11,TC9,TC1,TC12,TR3,TB2 
TB4,TC13,TR4,TF5,TF9,TC5,TC8 

TC7,TC6,TR1,TF8,TB1,TF10, TC10, 

TR5, TC4, TR2,TC3,TF3,TF4,TF6,TB3 

 

 
 

 
 

Figure16 : Résultats de nitrate réductase après addition de Zinc 

NR -      NR + NR+ NR- 
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                    II .4 Résultats de test Mannitol Mobilité 
 

Ce test est utilisé pour les bactéries fermentatives. Il permet de mettre en évidence 

deux caractères : l’utilisation du mannitol et la mobilité. Parmi de 30 isolats, 25 colonies se 

sont révélées à mannitol positif montrant un changement de couleur du milieu vers le jaune. 

Cependant, 5 souches sont à mannitol négatif dont le milieu reste rouge. Pour La mobilité, 

elle se traduit par l’envahissement de la gélose molle. (Tableau 7) 

 
Tableau 7 : Résultats de test mannitol 

 

 

 
Mannitol mobilité + Mannitol mobilité- 

TR6,TR7,TR5 ,TC9,TC10,TC4,TC1,TC12 

TC3,TR3,TB2,TB4,TF3,TC13,TB1 ;TF10 

TF8,TR4,TF9,TC5, 

TC6,TB3,TC8,TC7,TF4 

TC11, TR2,TF6 , TF5 , TR1 
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Mobilité positif  

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figure 17 : Résultat pour le test Mannitol mobilité 

 

 

 

 

 

 

 

NR- 

NR - 
Test nègatif Test positif  Test négatif 

Mobilité positif  

T T 
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II .5 Résultats de test du citrate de Simmons 

 
La gélose citrate de Simmons est un milieu de culture utilisé pour la différenciation des 

bactéries à Gram-négatif sur la base de l'utilisation du citrate. 

Les résultats ont montré qu‟à partir de 30 isolats, nous avons obtenu 18 souches a citrate 

positif se traduits par le virage de l‟indicateur de pH au bleu et 12 souches a citrate négatif dont 

le milieu reste vert. (Tableau 8) 

 

 

 

 

Tableau 8 : Résultats de test du citrate du Simmons 

 
Citrate de Simmons + Citrate de Simmons - 

TR6,TR5,TC9,TC4,TC1,TC3,TB4,TC13 

TB1,TF10,TR4,TF5,TF9,TC5,TC8,TB3 

TF4,TF8 

TR7,TC11,TC10,TC12,TR2,TR3,TB2,TF3 

TF6,TC7,TC6,TR1 

 

 

 

 
 

Figure18 : Résultat pour le test Citrate de Simmons 
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II .6 Résultats de test d’indole 

 
Le test d‟indole est effectué pour recherche la capacité d'un organisme à dégrader le 

tryptophane et produire de l‟indole, Apres 24 h d‟incubation et l‟ajout du réactif de Kovacs au 

milieu, 27 souches ont montré un résultat positif par l‟observation d‟un anneau rouge en surface. 

Tandis que 3 souches à indole négatif présentant un anneau brunâtre ainsi que le témoin non 

inoculé. (Tableau 9). 

Tableau 9 : Résultat de test indole 
 

 
 

Indole positif Indole négatif 

TR6,TR7 ,TC11,TR5,TC9,TC10,TC4,TC1 

TC12,TR2,TR3,TB2 ,TB4,TB1,TF10 ,TF6 

TF5,TF9,TC5,TF8,TR4,TC6,TB3,TF10,TC8,TC7 

TF4,TR2 

TF3, TC13, TC3 

 

 

 

 

 
 

Figure 19 : Résultat de test d‟indole 
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II .7 Résultats de test de gélatine 
 

La gélatine peut être incorporée dans un milieu de culture afin de mettre en évidence sa 

dégradation par certaines bactéries possédant une gélatinase. Apre 7 jours d‟incubation, la 

gélatine a demeuré liquide chez 5 souches qui sont à gélatinase positive (+). En revanche, 25 

souches sont à gélatine négatif dont la gélatine reste solide comme le témoin non inoculé 

(Tableau 10 ) 

 
Tableau 10 : Résultats de test de la gélatine 

 
 

Gélatine positif Gélatine négatif 

TR6,TC3,TR3,TB1,TC8 TR7,TC11,TR5,TC9,TC10 ,TC4,TC1,TC12 

TR2,TB2,TB4,TF3,TC13,TF10,TF6,TR4 
TF5,TF9,TC5,TC7,TC6,TB3,TF4,TR1,TF8 

 

 

 

 

 
Figure 20 : Résultat de test gélatine 
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II .8 Résultats de test fermentation et d’oxydation de glucose 

 
Apres 24 h d‟incubation, 18 souches sont à oxydation positive dont le milieu devient 

jaune et 12 souches à oxydation négative sans virage de milieu et pour fermentation on ajoutant 

vaseline alors les bactéries fermentatives sont positif (toutes les souches à fermentation positif 

) ,Les bactéries oxydatives dans le milieu deviennent jaune donc oxydation positif. Alors à 

partir de 30 isolats on a obtient ( tableau 11 ). 

 
 
 

 

Tableau 11 : Résultats de test d‟oxydation 

 
Oxydation positif Oxydation négatif 

TR6,TF8,TR7,TC1,TB4,TR4,TC9,TC12,TC5 
TB3,TB1 ,TF10,TF3,TC8 ,TC13,TC7,TR5 

TR1 

TC6,TC11,TF5 ,TF6,TC10,TC4,TR3,TF4 

TC3,TF9,TB2,TR2 
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Figure 21 : Résultat de test de fermentation et d‟oxydation de glucose 
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T

KOH négatif 

T

e

Mobilité positif  

Fermentation positif  

Oxydation positif  Oxydation négatif  
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II .9 Résultats de test de levane sucrase 

 
Le test levane nous permet de vérifier la polymérisation du fructose en polyfructose par 

la bactérie. La lecture des résultats a montré que parmi la collection étudiée, 8 souches sont à 

levane positif , une culture partiellement saillante et lisse. En revanche, 22 souches à levane 

négatif dont les stries sont prostrées ( tableau16) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 22 : Résultat de test levane sucrase 

 

              Levane négatif  
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II. Résultats des tests enzymatiques 

 
 

III.1 Résultats de test d’Acide Indole Acétique (AIA) 

 
Les résultats montrent l‟apparition d‟une couleur rose rouge chez 14 souches indiquant 

une réaction positive et une production d‟AIA. Alors que 16 souches sont à AIA négatif (Naik 

et Sakthivel, 2006) ( tableau 12 ) 

 

 

Figure 23 : Résultat de test AIA 

 

A : AIA négatif  B : AIA positif  

 

 
 

Tableau 12 : Résultats de test AIA 

 
AIA positif AIA négatif 

TR6,TC11,TC9,TC10,TC4,TR2,TF3,TB1 

TR4,TF5,TF9,TC8,TF4,TR1 

TR7,TR5,TC1,TC12,TC3,TR3,TB2,TB4 

TC13,TF10,TF6,TF8,TC5,TC7,TC6 ;TB3 

B 
A 
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III.2 Résultats de Production de cyanure d’hydrogène (HCN) 

 
La production d‟HCN par les souches bactériennes a été testée sur milieu solide contenant 

de la glycine. Après 4 jours, les résultats montrent l‟apparition d‟une couleur orange à rouge 

indiquant la production d‟HCN par 9 souches bactériennes testées. Toutefois, nous avons 

obtenu 21 souches à HCN négatif (Tableau 13 ) 

 

 

Tableau 13 : Résultats de test HCN 
 

 
 

HCN positif HCN négatif 

TR6,TF8,TR4,TC9,TB3,TB1,TC8,TR5 

TR1 

TR7,TC1 ,TB4,TC6,TC11,TF5,TC12,TC5 
TF10,TF3,TF6,TC10,TC4,TR3,TC13,TC7 

TF4,TC3,TF9,TB2,TR2 
 

 

 

 

 

 

 

Figure 24 : Résultats de test HCN 
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III.3 Résultats de Production d’ammoniac (NH3) 

 
Après 48h, 28 souches ont donné une réaction positive par la formation d‟un anneau 

jaune ou marron indiquant la production d‟ammoniac alors que 2 souches ont montré une 

réaction négative par l‟absence d‟anneau. (Tableau 14 ) 

 
Tableau 14 : Résultats de test d‟ammoniac 

 

 
 

Test positif Test négatif 

TR6,TF8,TR7,TC1,TB4,TR4,TC6,TC11 

TF5,TC9,TC12,TC5,TB3,TB1,TF10,TF6 

TC10,TC8,TC4,TR3,TC13,TC7,TF4,TR5 

TB2,TR2,TR1, TF9 

TF3, TC3 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 25 : Résultat de Production d‟ammoniac 
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                   III.4    Résultats de test de solubilisation de phosphate 

 
           

 

 

                                               

                                                       

 

 

                                                Tableau 15 : Résultats de test de phosphate 

 

Phosphate positif Phosphate négatif 

TR6,TF8,TR7,TB4,TR4,TC11,TF5,TC9 
TC12,TC5,TB1,TF10,TF3,TF6,TC10,TR3 

TC13,TC3,TR5,TF9,TB2 

TC1,TC6,TB3,TC8,TC4,TC7,TF4,TR2 ;TR1 

 

 

 
 

      Figure 26 : Halo de transparence autour de la colonie 

 

 

La capacité de la souche bactérienne à solubiliser le phosphate a été testée sur le milieu 

de Pikovskaya. Après 7 jours d’incubation, la présence d’un halo claire autour de la culture a été 

observé chez 20 souches indiquant une réaction positive par la production de substances  

dissolvant le phosphore. Toutefois, 10 souches sont à phosphate négatif ne montrant aucun halo 

. (Tableau 15) 



Chapitre III Résultats et discussions 

56 

 

 

 
les 

codes 

 

Catal
ase 

 

Oxyd
ase 

 

KOH 
 

Levane 
 

Manit
ole 

 

Mobilité 
 

Nitrate 
 

Indol
e 

ferment- 
ion 

Oxydat- 
ion 

 

AIA 
 

HCN 
 

Gélatine 
 

Ammoni
ac 

Citrate de 
simmons 

 

Phosph
ate 

 

Les espèces  
probables 

 
Référence  

TR6 + + + + + + + + + + + + + + + + Azotobacter 

sp. 

Yusminah et al ., (2019). 

TF8 + + + + + + + + + + - + - + + + Azotobacter sp Yusminah et al ., (2019). 

TR7 + + + - + - + + + + - - - + + + Azotobacter sp Yusminah et al ., (2019). 

TC1 + + + - + + + + + + - - - + + - Agrobacterium 

sp 

Tsugama., (2019). 

TB4 + + + - + + + + + + - - - + + + Azotobacter sp Yusminah et al ., (2019). 

TR4 + + + - + - + + + + + + - + + + Azotobacter sp Yusminah et al ., (2019). 

TC6 + + + - + + + + + - - - - + - - Chromobacteri

um sp 

Parajul et al. (2016) 

TC11 + + + - - + + + + - - - - + + + Azotobacter sp Yusminah et al ., (2019). 

TF5 + + + - - + + + + - + - - + + + Azotobacter sp Yusminah et al ., (2019). 

TC9 + + - + + + + + + + + + - + + + Azotobacter sp Yusminah et al ., (2019). 

TC12 + + - + + + + + + + - - - + + + Rhizobia sp  

TC5 + + - + + + + + + + - - - + + + Agrobacterium 

sp 

Tsugama., (2019). 

TB3 + + - + + + + + + + - + - + + - Rhizobia sp  

TB1 + + - - + + + + + + + + + + + + Bacillus sp Marpaung et al,. (2021) 

TF10 + + - - + + + + + + - - - + + + Agrobacterium 

sp 

Tsugama., (2019). 

TF3 + + - - + + + - + + + - - - + + Arthrobacter sp Divya kall., (2021). 

TF6 + + - - - + + + + - - - - + + + Bacillus sp Marpaung et al,. (2021) 

TC10 + - + + + - + + + - + - - + + + Azospirillum sp Fabricio Cassán et al., 

 (2020). 

TC8 + - + + + - + + + + + + + + + - Azospirillum sp Fabricio Cassán et al.,  

(2020). 

TC4 + - + - + + + + + - + - - + + - Bacillus sp Marpaung et al,. (2021) 

TR3 + - + - + + + + - - - - + + - + Rhizobia sp Marpaung et al.(2021). 

TC13 + - + - + + + - + + - - - - + + Burkholderia 

sp 

Alaa hani al-charrakhet 

 al. (2014). 

TC7 + - + - + + + + + + - - - + + - Chromobacteri

um sp 

Parajul et al. (2016) 

TF4 + - + - + + + + + - + - - + + - Chromobacteri

um sp 

Parajul et al. (2016) 

TC3 + - + - + + + - + - - - + - + + Burkholderia 

sp 

Alaa hani al-charrakhet 

 al. (2014). 

TR5 + - - - + + + + + + - + - + + + Bacillus sp Marpaung et al,. (2021) 

TF9 + - - - + + + + + - + - - + + + Bacilus sp Marpaung et al,. (2021) 

TB2 + - - - + - + + + - - - - + + + Bacilus sp Marpaung et al,. (2021) 

TR2 + - - - - - + + + - + - - + + - Bacilus sp Marpaung et al,. (2021) 

TR1 + - - - - - + + + + + + - + + - Bacilus sp Marpaung et al,. (2021) 

 

                                    Tableau 16 : Résultat des tests et identification des souches 
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III.4 Identification des isolats 

 
Les rhizobactéries, sont capables de coloniser l'intérieur ou l'extérieur des racines de 

nombreuses espèces des plantes. A travers les tests de caractérisations réalisées, les résultats 

obtenus ont permis d‟identifier 8 genres. Parmi ces souches on a 26% souches qui représentent 

le genre Azotobacter ,10% souches qui appartiennent au genre Agrobacterium, 10% souches 

qui appartient au genre Chromobacterium et 10% souches sont des Rhizobia, 27% souches 

appartenant au genre Bacillus et 7% souches qui représentent le genre Azospirillum , 

7%souches de Burkholderia et 3% souche qui appartiennent à l‟espèce Arthrobacter 

cumminsii. (Tableau 16) 

 

III.5 Résultats de la formation de biofilm 
 

La formation de biofilm dans les eppendorfs par la technique du cristal violet, est révélée 

qualitativement et quantitativement. Après 20h d‟incubation, les biofilms formés par toutes les 

souches étudiées montrant l‟adhésion des bactéries sont colorés avec du Cristal Violet(CV) à 

0,4%. La coloration observée à l‟œil nu sur les parois des eppendorfs est proportionnelle à la 

masse du biofilm formé. 

D‟autre part, en fonction de la lecture des densités optiques (DO) de la phase biofilm, les 

Bactéries sont classées selon Bellifa, ( 2014) comme suit : non formatrices du biofilm, formation 

modérée, Fortement formatrice du biofilm. 

 

 
Figure 27 : Résultat de formation de biofilm 
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D‟après (D’Auger et al., 2009) une DO de 0,5 est la valeur seuil d‟estimation du 

potentiel de formation du biofilm. Si on considère cette échelle, chez les rhizobacteries, il est 

possible de distinguer 4 classes : 

Classe 1 : DO 0,5 : Faiblement productrice du biofilm. 

 
Classe 2 : DO 0,5 & DO 1,5 : Moyennement productrice du biofilm. 

Classe 3 : DO 1,5 & DO 2,5 : Fortement productrice de biofilm. 

Classe 4 : DO 2 ,5 : Hyper productrice ( Figure28) 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 28 : Formation de biofilm par des différentes souches 
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L‟estimation du taux de formation de biofilm par les souches sur le milieu LB est obtenue 

par la mesure de la DO à 620 dont le seuil est 0.5. 

D‟après notre résultats, tous les 30 isolats ont la capacité de formation de biofilm avec 

une variété des classes des souches, Selon Auger (2009), nous pouvons classer les souches : 

Les souches faiblement productrices du biofilm :TC1 , TC6 , TF10 qui appartient au genres 

Agrobacterium , Azotobacter . 

 
Les souches moyennement productrices du biofilm :TR6 ,TR7,TC 11,TR5 

 
,TC9,TC13,TB1,TC7,TC8,TB3,TB4 qui appartient au genres Azotobacter , Bacillus s, 

Burkholderia 

Les souches fortement productrices du biofilm : TB2, TC3,TC4, TC5, TC10, TC12, TF3, 

TF5,TF6, TF8,TR2,TR3 qui appartient au genres Bacilus, Burkholderia, Rhizobia , 

Azospirillum , Arthrobacter. 

Les souches hyper productrices du biofilm : TF4 , TC4 qui appartient au genres Bacillus 

subtilis , Chromobacterium violaceum . 

D‟parés nos résultats obtenus à l‟issue de l‟observation visuelle des eppendorf et celle de la 

mesure de DO , les souches Bacillus subtilis , Rhizobia sp. , Azospirillum sp., Arthrobacter 

cumminsiiqui sont considérées comme de bonnes formatrices de biofilm à une densité optique 

de 2 par rapport au reste des souches Burkholderia cepacian , Azotobacter qui ont été soit des 

formatrices modérée à à une densité optique de 1.5 ou de faibles formatrices comme les souches 

Agrobacterium sp. Azotobacter sp. à une densité optique de DO 0.5. 
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III.6 Résultats d’antagonisme in vitro 

 
L‟activité antibactérienne des isolats bactériens a été mise en évidence par la méthode 

de stries croisées sur le milieu LPGA . Après 24 h, la lecture des résultats s‟effectue en mesurant 

la distance ou la zone d„inhibition claire entre les bordures de la souche cible et la souche 

rhizobactérienne. Le résultat est positif si le diamètre de la zone d‟inhibition est supérieur de 

2mm (Tabak et Bensoltane, 2012). 

 

 

 

 

 

Figure 29 : Résultat d‟antagonisme in vitro 
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                          Figure 30 : Formation de zone d‟inhibition par différentes souches  

 

L‟application de l‟analyse statistique par le logiciel PRISME, nous a permis d‟analyser 

la variance de l‟activité antagoniste des   souches testées. Selon le l‟analyse statistique ANOVA, 

nous remarquons que l‟effet antagoniste entre les souches isolées et les deux souches 

pathogènes est significatif ( P= 0.0001 ) ( Figure 31 ) 

Les isolats ( TC4 , TF8 , TF3 , TF6 , TF4 ) qui appartient au genres probables Bacillus 

subtilis, Azotobacter , Arthrobacter , Chromobacterium violaceum présentent une forte activité 

antagoniste contre les bactéries pathogènes E. coli et Agrobacterium tumefaciens avec les 

diamètres des zones d‟inhibition supérieur de 2mm, 

Les isolates ( TC10 , TF5 , TC8 , TC1 , TC12 , TB2 , TR2 ) qui appartient au genres 

probable Azospirillum , Azotobacter , Agrobacterium , Rhizobia , Bacillus subtilis présente un 

effet antibactérienne moyen contre les bactéries pathogènes avec les diamètres des zones 

d‟inhibitionn 2.8. 

Aucun effet remarquable n‟a été enregistré pour Les isolas ( TF9, TC3 , TR3 , TC5 ) qui 

appartient au genres probable Baccilus subtilis , Burkholderia cepacian , Rhizobia , 

Agrobacterium tumefaciens ( figure 30 ) . 
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                                                     Figure 31 : Activité antibactérienne des isolats 
 

 

 
               S1 =TC10, S2 =TF5 , S3 =TF9 , S4 =TC4 , S5 =TF8 , S6 = TR3 , S7 = TF3 , S8 =TF6 , S9 = TF4 ,S10 =TC3 

, S11 =TC8 , S12 = TC1 , S13=TC12 , S14 =TC5 , S15 =TB2 , S16= TR2 

 



 

 

      
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Discussion 



Discussions 

63 

 

 

 

 

DISCUSSIONS 

L‟objectif de ce présent travail était l‟isolement et caractérisation des bactéries 

rhizosphériques non fluorescents. La caractérisation phénotypique, l‟observation 

macroscopique, microscopique et l‟identification biochimique des souches isolées à partir de 

tableau d‟identification, ces tests ne sont pas suffisants pour prétendre une identification 

définitive et formelle ( Anne Marie et all.2018) 

Selon Fabricio Cassáne et al ., (2020), l‟identification de plusieurs espèces 

bactériennes dans la rhizosphère dans leur recherche ont été qualifiées comme étant des PGPR, 

notamment des bactéries appartenant aux genres Bacillus, Azospirillum, Enterobacter, 

Klebsiella, Pseudomonas, Rhizobium, Bradyrhizobium, Azorhizobium, Allorhizobium, 

Sinorhizobium et Mesorhizobium. Les genres obtenus dans la présente étude sont similaires à 

ceux identifiés par ces chercheurs. 

L‟étude de Marpaung et al,. (2021) a montré des résultats comparables à notre travail 

sur l‟identification de la souche rhizosphérique (TB1 ) qui appartient au genre Bacillus 

présentant des colonies blanches à Gram positif, catalase positif , indole négatif , immobile , 

forme bacille et nitrate positif. 

Les souches bactériennes isolées dans cette étude TC1 , TF10 , TC5 , TB3 ; ont montré 

des colonies blanches à Gram négatif en forme de bâtonnet , mobile , aérobie , catalase positive 

qui appartient au genre Agrobacterium . Des résultats similaires ont été rapportés par 

Tsugama., (2019). 

Les souches TC8 et TC10 présentent des colonies blanches à Gram négatif , 

microaérophiles, non fermentaires et fixatrices de l'azote , nitrate positif , indole positif ; 

appartiennent au genre Azospirillum. Ces résultats concordent avec ceux rapportés par Fabricio 

Cassán et al., (2020). 

Les rhizobactéries étudiées TR7 , TB4 , TF8 , TR4 , TR6 , TF5 ; ont montré des 

colonies blanches à Gram négatif ovoïdes , aérobie stricte , catalase positif. Ces souches 

appartiennent au genre Azotobacter dont des résultats similaires ont été rapportés par 

Yusminah et al ., (2019). 

Les souches TR5 , TF9 , TB2 , TR1 ) ont montré des colonies blanches à Gram positif, 

anaérobie , catalase positive , mobile , oxydase négative qui appartient à l‟espèce probable . 

Bacillus sp ces résultats sont en comparables à ceux obtenus par Marpaung et al., (2021) 
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Les espèces bactériennes TC6 , TC7 , TF4 ont montré des colonies blanches à Gram 

négatif , catalase positive , de forme cocobacille , anaérobie appartiennent au genre 

Chromobacterium sp. Des résultats similaires ont été rapportés par Parajul et al. (2016) 

 
La souche ( TF3) a montré des colonies blanches à Gram positif , forme bâtonnet indole négatif , 

nitrate positif , aérobie qui appartient au genre Arthrobacter. ces résultats sont comparables à ceux 

rapportés par Divya kall., (2021). 

Les souches ( TC13 , TC3 ) présentent des colonies blanches à Gram négatif , mobile 

, aérobie , oxydation positif , catalase positif , indole négatif qui appartient au genre 

Burkholderia Des résultats similaires ont été rapportés par Alaa hani al-charrakhet al. 

(2014). 

Les colonies de la souche TC9 sont blanches à Gram positif , mobile , catalase positif 

, oxydase positif , indole positif ,nitrate positif ; appartient au genre Azotobacter. L‟étude de 

Prameswari kasa et al. (2015 ) à obtenu des résultats comparables. 

 
Les résultats obtenus ont montré que les souches isolées TR3 , TC12 , TB3 , TR5 , 

TF9 , TB2 , TR1 , TB1 qui appartiennentt aux genres Bacillus et Rhizobia sont capable de 

solubiliser le phosphate. Ces résultats concordent avec ceux de Marpaung et al.(2021). 

Selon (Spaepenet al.,2011), L‟acide indole acétique des PGPR initie la formation 

latérale et adventive des racines, affecte l‟extension et la différentiation des cellules végétales 

et stimule la résistance au conditions stressantes. les souches permis la production d‟AIA sont 

(TR6 

, TC11 , TC9 , TC10 , TC4 , TR2 , TF3 , TB1 , TR4 , TF5 , TF9 , TC8 , TF4 , TR1), sont 

rapportées sur la production de l‟acide indole acétique appartiennent aux genres 

Bacillus et Azotobacter. 

Dans d‟autres cas plus rare, la présence de métaux peut empêcher la formation de biofilm sans 

agir sur la viabilité de l‟organisme La présence de métaux peut également entraîner un changement 

au niveau de la structure et de la maturation du biofilm. La croissance dans un biofilm induit une 

tolérance plus importante dans le temps. Les mécanismes mis en place sont (i) la séquestration et 

l‟immobilisation des métaux à l‟intérieur du biofilm, (ii) l‟induction de gènes spécifiques au biofilm 

ainsi que des changements métaboliques et (iii) la formation de cellules persistantes (Koechler et 

al., 2015) 

 

L‟antagonisme in vitro été mis en évidence par les stries croisées de 16 isolats 

selectionnés selon leur performance et la forte production de biofilm vis-à-vis de 2 bactéries 
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pathogènes E.coli et Agrobacterium tumefaciens. Les 12 isolats TC10 , TF5 , TC4 , TF8 ,TF3 

, TF6 , TF4, TC8 , TC1 , TC5 , TB2 ) qui appartiennent aus genres Bacillus, Azotobacter , 

Arthrobacter, Chromobacterium violaceum , Agrobacterium, Rhizobia et Azospirillum 

présentent une activité antibactérienne très variables contre contre les bactéries pathogènes E. 

coli et Agrobacterium tumefaciens avec les diamètres des zones d‟inhibition supérieur de 2mm. 

 
Toutefois, aucun des 4 isolats (TF9, TC3 , TR3 , TC5 ) des genres probables Bacillus, 

Burkholderia, Rhizobia , Agrobacterium n‟a présenté d‟activité vis-à-vis les bactéries 

 
Selon Djellout et al.(2019), qui ont obtenu des résultats comparables, expliquèrent que 

l‟absence d‟activité antibactérienne ou antifongique ne signifie pas forcément que la substance est 

absente ou pas assez active, mais cela peut être dû à une mauvaise diffusion de celle-ci, dans le 

milieu, car n‟étant pas polaire ou bien constituée de composés non polaires. 

 
En effet, Essalmani (2022), explique que les variations des zones d‟inhibition sont dues au fait 

qu‟une souche bactérienne peut produire plusieurs molécules antimicrobiennes (différents spectres 

d'action) dont la nature dépend de la composition du milieu de culture. 

En outre, les résultats de ce travail montrent aussi que l‟activité antimicrobienne des isolats testés 

dépend de la méthode utilisée des stries croisées. 

 
Les métabolites secondaires microbiens sont des produits moléculaires. Ils comprennent les 

antibiotiques, les agents antitumoraux, les médicaments hypocholestérolémiants et autres. Ils ont des 

structures inhabituelles et se forment généralement au cours de la phase de croissance tardive des 

micro-organismes producteurs. Sa synthèse peut être grandement influencée par la manipulation du 

type et de la concentration des nutriments qui composent les milieux de culture. Parmi ces nutriments, 

l'effet des sources de carbone a fait l'objet d'études continues tant pour l'industrie que pour les groupes 

de recherche. Différents mécanismes ont été décrits chez les bactéries et les champignons pour 

expliquer les effets négatifs des catabolites de carbone sur la production de métabolites secondaires. 

(Bhim Pratap et all .2019) 
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Conclusion et perspectives 

 
Ce travail avait pour objectif d‟isoler et d‟identifier des rhizobactéries à partir 

de sol de palmier dattier dans 4 régions de Béchar ainsi que d‟évaluer leurs effets 

bénéfiques et leurs activités PGPR permettant de les utiliser dans différents domaines 

biotechnologiques et microbiologiques. 

Un total de 30 souches bactériennes non fluorescentes ont été obtenues par la 

méthode de suspensions- dilutions. Les souches bactériennes isolées ont été soumises 

à une identification préliminaire par des examens macroscopiques et microscopiques et 

quelques tests biochimiques et physiologiques. 

L‟identification phénotypique des souches bactériennes a permis de démontrer 

qu‟il existait une diversité entre les bactéries dans les 4 régions présentant des 

caractères macromorphologiques différents des colonies bactériennes. 

L‟identification biochimique confirme l‟existence d‟une diversité au sein de ces 

populations bactériennes observée par les résultats de tests de la catalase l‟oxydase, 

indole, levane sucrase… .D‟autre part, la mise enévidencede quelques modes d‟actions des 

PGPR a révélé 90% des souches capables de produire l‟ammoniac, 40 % ont la capacité 

de produire de acide indole acétique, 26,66 % des souches peuvent produire l‟acide 

cyanure d‟hydrogène (HCN) et 33,33% peuvent solubiliser le phosphate. Ces 

molécules influencent de manière bénéfique la plante en stimulant sa croissance. 

D‟après nos résultats, nous constatons une variété des souches appartiennent 

aux genres différents : 8 isolats des 30 appartenant au genre Bacillus 

(TB1,TF6,TC4,TR2,TR5,TF9,TB2,TR1),et 8 souches appartenant au genre 

Azotobacter (TC11,TR6,TF5,TR7,TB4,TF8,TR4,TC9), et 3 souches du genre 

Agrobacterium (TC1,TF10,TC5),et 2 souches sont des Azospirilum (TC10,TC8),3 

isolats sont des Chromobacteruim (TC6,TC7,TF4),1 souche appartenant au genre 

Arthrobacteruim (TF3), et 2 qui appartient au genre Burkholderia (TC13,TC3) et 3 

souches appartenant au genre Rhizobia (TB3,TR3,TC12). 

Toutes ces souches bactériennes isolées ont la capacité de formation de biofim 

avec des valeurs différentes, les résultats obtenus montrent que 3 isolats parmi les 30 

souches sont hyper productrices de biofilm, 12 souches sont fortement productrices du 

biofilm et 12 souches moyennement productrices du biofilm alors que 3 souches sont 
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Apres le test de formation de biofilm, les bactéries hyper et fortement 

productrices de biofilm ont été sélectionnées pour le test d‟Antagonisme à l‟égard de 2 

bactéries pathogènes Agrobaterium tumefaciens et E. coli pour voir si elles ont un effet 

antimicrobien. Les résultats de ce test montrent que 8 souches ont l‟effet antagoniste 

qui sont les Bacillus,Azotobacter,Agrobacteruim ,Rhizobium et Azospirilluim. 

 

Au terme de ce travail qui ouvre plusieurs perspectives de recherche, il serait 

intéressant d‟approfondir les investigations sur les souches les plus performantesaprès 

leur identification afin de : 

 Faire le test de Pathogénicité sur tabac pour éliminer les pathogènes. 

 

 
 Compléter l‟identification des souches jusqu‟au niveau de l‟espèce par 

les caractéristiques moléculaires (PCR –Séquençage d‟ADN). 

 Déterminer leurs mécanismes d‟actions indirectes (compétition, 

production des sidérophores, Antibiose ; Production de composés 

volatiles...) ou directes (production des phytohormones assimilation et 

solubilisation des sels minéraux, induction de la résistance 

systémiques), impliqués dans leur potentiel stimulateur de lacroissance 

végétale. 

 Production d´autres phytohormones comme les gibbérellines et les 

cytokinines. 

 Quantifier l‟activité enzymatique des bactéries rhizosphériques. 
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Annexe 1 : composition des milieux de culture 

Milieu LB (Bertani.,1951) 

Pour 1 litre de milieu : 
 

 Peptone… ........................................................................................................... 10,0g 

 Extrait de levures .................................................................................................. 5,0g 

 Nacl ..................................................................................................................... 10,0g 

 Agar… .................................................................................................................. 17,0g 

 
Milieu LB liquide 

Pour 1 litre de milieu : 
 

 Peptone… ........................................................................................................ 10,0g 

 Extrait de levures .............................................................................................. 5,0g 

 Nacl................................................................................................................... 10,0g 

Milieu KING B(King B et all.1970) 

Pour 1 litre de milieu : 
 

 Peptone… .................................................................................................. 20,0g 

 Glycérol ..................................................................................................... 10,0g 

 Hydrogénophosphate de potassium ............................................................ 1,5g 

 Sulfate de magnésium… ............................................................................... 1,5g 

 Agar ............................................................................................................. 15,0g 

Milieu HCN(Joseph Louis.1811) 
 

Pour 1 litre de milieu : 
 

 Peptone de soja ..................................................................................... 5,0g 

 Hydrolyse… .......................................................................................... 15,0g 

 Agar… ................................................................................................... 15,0g 

 Nacl ....................................................................................................... 5,0g 

 Glycine… ................................................................................................ 4,4g 

Milieu AIA (Gogala.1970) 
 

Pour 1 litre de milieu : 
 

• Peptone… .................................................................................................. 10,0g 

• Extrait de levures ........................................................................................ 5,0g 
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• Nacl ............................................................................................................. 10,0g 

• Agar… ......................................................................................................... 17,0g 

• L-tryptophane… .......................................................................................... 0,40L 

• SDS .............................................................................................................. 0,06% 

 
Milieu Pikovskaia (Pikovskaia 1948) 

 

Pour 1 litre de milieu : 
 

Solubilisation de phosphates 
 

• Sucrose… .................................................................................................. 10,0g 

• Ca3(PO4)2 ................................................................................................... 5,0g 

• MgC12 ,6H2O ............................................................................................ 5,0g 

• KCL… .......................................................................................................... 0,2g 

• MgSO4,7H2O ........................................................................................... 0,25g 

• (NH4)2SO4 .................................................................................................. 0,1g 

• Bleu de bomophénol ................................................................................ 0,25g 

 
Milieu levane(Hildebrand et al.,1988) 

 

Pour 1 litre de milieu : 
 

• Extrait de levure .................................................................................. 2,0g 

• Bactopeptone… .................................................................................... 5,0g 

• Nacl....................................................................................................... 5,0g 

• Saccharose… .......................................................................................... 50g 

• Agar… .................................................................................................... 15g 

• Eau distillée .................................................................................... 1000ml 

 
Milieu gélatine (lelliot et stead,1987) 

Pour 1 litre de milieu : 
 

• Extrait de levure ................................................................................... 3,0g 

• Peptone… .............................................................................................. 5,0g 

• Gélatine… ............................................................................................ 120g 

• Eau distillée .................................................................................... 1000ml 
 

Milieu citrate de simmons 
 

Pour 1 litre de milieu : 
 

• Citrate de sodium ........................................................................... 1,0 g 

• Bleu de bromothymol ...................................................................... 0,08 g 
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• Chlorure de sodium… ......................................................................... 5,0 g 

• Sulfate de magnésium… ..................................................................... 0,2 g 

• Hydrogénophosphate de potassium… ............................................... 1,0 g 

 
 

Milieu mannitol mobilité 
 

Pour 1 litre de milieu : 
 

• hydrolysat trypsique de caséin ....................................................................... 10,0 g 

• mannitol ........................................................................................................... 7,5 g 

• rouge de phénol ............................................................................................. 0,04 g 

• nitrate de potassium… ...................................................................................... 1,0 g 

• agar… ................................................................................................................ 3,5 g 
 

Milieu MEVAG (Hugh, R et all.1953) 
 

Pour 1 litre de milieu : 
 

• Base nutritive avec peu de peptones .................................................................... 2,0g 

• Bleu de bromothymol ........................................................................................... 0,03g 

• Nacl ........................................................................................................................ 5,0g 

• K2HPO4 .................................................................................................................. 0,3g 

• Agar… ..................................................................................................................... 2,5g 
 

Milieu Urée Indole (ROLAND F et all.1978) 

Pour 1 litre de milieu : 
 

• L-Tryptophane… ...................................................................................................... 3,0g 

• KH2PO4 .................................................................................................................... 1,0g 

• K2HPO4 ..................................................................................................................... 1,0g 

• Chlorure de sodium… ............................................................................................... 5,0g 

• Urée ....................................................................................................................... 20,0g 

• Alcool à 95° ............................................................................................................. 10ml 

• Rouge de phénol .................................................................................................... 0,05g 
 

Milieu LPGA (Lelliott et Stead.,1987) 
 

Pour 1 litre de milieu : 
 

• Extrait de levure ....................................................................................................... 5,0g 

• Peptone… .................................................................................................................. 5,0g 

• Glucose… ................................................................................................................. 10,0g 

• Agar… ....................................................................................................................... 15,0g 
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L’eau peptonée 
 

• Peptone ................................................................................................................... 10,0g 

• Chlorure de sodium… ................................................................................................ 5,0g 
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Annexe 2 : Les appareils 
 

Autoclave Etuves 
 
 
 

Agitateur Fours 
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Microscopes Balances 
 
 
 
 

La lampe UV Spectrophotomètre 
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Annexe 3 : Matériel non biologique 
 

 Bec bunsen. 

 Anse de platine. 

 Micropipette. 

 Pipette pasteur. 

 Boite de Petri. 

 Tube à essai. 

 Pince. 

 Bécher. 

 Lame et lamelle en verre. 

 Portoire. 
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