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Introduction

Introduction :

Le sol est un réservoir important de microorganisme, il renferme une microflore complexe
et variée qui joue des roles essentiels pour 1’écosystéme tellurique et les organismes pluri
cellulaires qui y vivent. Parmi les organismes supérieurs du sol, les plantes bénéficient des
effets directs et/ou indirects des microorganismes en particulier ceux de la flore
rhizosphérique. Celle-ci comprend, d’une part, les mycétes filamenteux qui exercent des
effets bénéfiques sur la croissance des plantes via des relations symbiotiques étroites: les
mycorhizes. D’autre part, une flore bactérienne rhizosphérique hétérogéne influence
favorablement la croissance des plantes, et connue sous 1’acronyme PGPR : plant growth
promoting rhizobacteria, ou rhizobactéries stimulatrice de la croissance des plantes. En
effet, les PGPR interviennent sur la croissance des plantes selon plusieurs mécanismes. Ces
bactéries sont capables de faciliter la croissance des plantes directement en aidant a
I'acquisition des ressources (azote, phosphore et minéraux essentiels) ou par modulation
des niveaux d’hormone végétales (Munees et Mulugeta, 2014), ou indirecte par
production des antibiotiques ou par induction de systéme de résistance et production des

sidérophores phytoprotectrices (kirdi billal, 2011).

Dans ce travail, nous sommes intéressées a la flore rhizosphérique bactérienne de deux
types de sol. Les propriétés PGP retenues dans le cadre de cette étude, concernent le
potentiel d’adhésion et de formation de biofilm ainsi que I’antagonisme. La formation de
biofilm concerne le pouvoir de colonisation du systéme racinaire par les bactéries et est
considérée comme une propriété essentielle étant donné que la multiplication des cellules
bactériennes au niveau des racines est nécessaire a I’expression de toute activité
stimulatrice de la croissance des plantes. Les biofilms sont des communauteés microbiennes
uni ou multi adhérentes aux surfaces biotiques ou abiotiques et / ou en contact intime l'une
avec l'autre, enfermées dans une matrice auto-produite de substances polymeéres
extracellulaires (EPS).Les biofilms rhizosphériques sont des biofilms positifs par
opposition aux biofilms négatifs qui sont a I’origine des problémes de contaminations
microbiennes. La production de biofilm par PGPR refléte leur pouvoir de colonisation du
systéme racinaire et est considéré comme une activité PGP importante (Prescott et al.,
2003).

L’activit¢ PGP qui concerne 1’antagonisme améliore les défenses de la plante

contre les parasites et permet également sa protection par I’intermédiaire de la




Introduction

production de substances inhibitrices. Les PGPR sont trés intéressantes pour
I’application, en agriculture, comme Biofertilisants et biopesticides et en
phytoremédiation (Berg, 2009). La mise au point des formulations des PGPR est trés
importante afin d’augmenter leur efficacité d’utilisation (Zahir et al., 2004 ). Le bio
contr6le est une alternative importante a 1’utilisation des pesticides et un moyen
efficace pour la lutte contre les ravageurs des cultures, les phytopatogenes et les

plantes adventices (Peshin et Dhawan, 2009).
Nous allons réaliser dans cette recherche:
> I’isolement de bactéries a partir de deux types de sol :

= Un sol semi-aride cultivé

= Un sol aride caractérisé par un couvert

> Identifications des souches rhizobactériennes

A\

Détermination du biotype par systeme API

> Caractérisation des souches isolées par rapport a deux activités PGP

=  Formation de bhiofilm

= Production des souches inhibitrice (antagonisme)
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1. Généralité sur la rhizosphére :

1.1. Etymologie :

Le mot rhizosphere a été introduit en 1904 par Lorenz Hiltner (Anton et al.,2008),
bactériologiste spécialiste de microbiologie du sol et professeur d'agronomie au college
Technique de Munich.(Lombi et al., 2001) . « Rhizo » vient du grec rhiza signifiant racine. «
Sphere » vient du latin sphaera (méme sens), mot provenant lui-méme du grec ancien sfaira
(signifiant balle, ballon, ou globe). La sphere définit le champ d'influence du systeme
racinaire. En raison du volume qu'elle occupe, par rapport au volume de la plante, la
rhizosphere est aussi appelée la « moitié cachée » (the hiddenhalf en anglais) (Bowen et
Roriva, 1991).

1.2. Définition :

La rhizospheére est la région du sol située sous les racines des plantes et soumise a leur
influence directe. C’est un lieu d'intenses échanges entre le végétal et le substrat minéral. Qui
peut étre affecté par le tassement du sol, un ennoiement durable, sa salinisation, son
eutrophisationou la pollution, ou encore par des phénomeénes d'aridification. Aussi elle est la

région d'activité microbienne intense (Anoua et al., 1997).

Elle joue un réle important dans la résistance des sols a I'érosion, au gel, aux incendies, aux
inondations, etc. De méme pour la résilience de ces sols et des plantes cultivées (Les enjeux
sont donc également agronomiques) (Kraffczyket al., 1984).

Figure 1 : Représentant la rhizosphere

Filearchide.cnews.ru/img/reviews/2010/11/14/mushroom_f3cel.pg

——
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1. 3. Activité de la rhizosphere :

La plante libére des exsudats racinaires qui sont constitués de substances organiques
carbonées et azotées : polysaccharides, acides organiques et protéines (Mench, 1985). Ces
exsudats favorisent le développement de la microflore pathogéne ou non. Ainsi, en réponse a
I’apport énergétique représenté par les exsudats racinaires, des propagules fongiques se
développent de facon saprophytique jusqu’a la racine qu’elles peuvent infecter et
éventuellement parasiter (Schroth et Hildenbrand, 1964). De méme, la densite des bactéries
est plus élevée dans la rhizosphére que dans le sol distant des racines : il s’agit de «I’effet
rhizosphére» (Foster et Rovira, 1978). La quantité et la composition des exsudats racinaires
conditionnent également la nature des activités bactériennes. Ces activités resultent de la
synthése de métabolites tels que les sidérophores, antibiotiques, substances de croissance,
acide cyanhydrique, lipopolysaccharides (Lemanceau, 1992).

Une flore bactérienne diversifiée, connue sous 1’abréviation PGPR (plant growth promoting
rhizobacteria), rhiyzobactérie promotrice de la croissance des plantes est bénéfique a la
croissance et a la santé des plantes. On en distingue deux grands groupes: les PGPR
phytostimulatrices et les PGPR phytoprotectrices (Malek, 2015)

1.4. La microflore rhizosphérique :

Le sol n’est pas simplement le support dans lequel les plantes s’enracinent et puisent les
éléments nutritifs indispensables a leur développement .Le sol est un réservoir important de
micro-organismes (champignons et bactéries), en termes de diversité et de densité.

(symbiotech.com)

La microflore du sol est complexe varie .Elle comprendre la bactérie des champignons des
protozoaires et des virus. La dismrbusion des micro-organismes du sol et hétérogene et
dépend des facteurs nutritionnel et des facteurs physico chimique de sort quels densités mais

biennie les plus important ce raconter au niveau de la rhizosphere (Prescott et al., 2003).

En effet, un gramme de sol végétalisé contient environ 1 milliard de bactéries réparties en 5 a
25000 especes dont la plupart ne sont pas encore connues, ni méme cultivables en laboratoire

(symbiotech.com)

Les bactéries sont les microorganismes les plus abondants et métaboliquement les plus actifs
du sol. On estime 1 gramme de sol quand peut contenir jusqu’a 10° bactérie par examine

microscopique direct tout foi seul un facteur (1/100 peut étre isolé par la technique de culture
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on parle a VNC) (Malek, 2015).Si les techniques et les milieux adéquats sont utilisés
(Dommergues et Mangenot, 1970).Les actinomycétes constituent 1’ordre des actinomycetes.

Ce sont des bactéries filamenteuses, septées, ramifiées, (Larpent et al., 1989).

Les mycete sont également présents dans le sol. En effet extra racinaire tous les sols
contiennent une microflore abondante. La biomasse fongique est sans doute tres variable
suivant les cas peut attendre entre 120 Kg/ha et plus d’une tonne, dans les sols normaux
(Dommergues et Mangenot, 1970). Leurs activités métaboliques sont multiples et
fondamentales a 1’équilibre écologique des sols. De nombreux travaux indiquent la

prédominance de : Mucor, Trichoderma et Aspergillus (Noumeur, 2008).

-:_,r_,g ‘
PJIIidLC .—l'| EF.
- H--*"h-
- - .-".d- -t

e

o r—- e

Figure2 : La structure de la rhizospher

http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/thumb/3/37/Rhizosphere.svg/1200pxR
hizosphere.svg.png
A=Amibe digérant une bactérie BL= Bactérie a énergie limitée BU= Bactérie a énergie non

limitée RC=Racine SR=Poils absorbants racinaires F=Mycélium d'un champignon N=Ver
nématode

1.5. Les bactéries rhizospherique ou rhizobacteries :

Les rhizobactéries sont des bactéries qui présentent 1’aptitude a coloniser les racines de fagon
intense (Schroth et Hancock, 1981, 1982). Les bactéries non symbiotiques répondant a cette
définition appartiennent a différents genres et especes dont les plus étudies sont :
Agrobacteriumradiobacter, Azospirillumspp, Bacillus spp, Pseudomonas spp fluorescents
(Lemanceau, 1992).

Les effets bénéfiques des rhizobactéries sont liés a leur position stratégique a I’interface sol
racine. En effet, le rhizo plan et la rhizophére sont le siége d’échanges intenses entre la plante

et le milieu environnant (Curl, 1982). Ces echanges sont réciproques.
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2. Rhizobacteries stimulatrices de la croissance végeétale :

Plusieurs interactions, bénéfiques (symbioses) ou non, voire délétéres (pathogénie) sont
observées entre plantes, bactéries et champignons du sol fleuriront I'activité biologique de ce
sol. Parmi les interactions bénéfiques aux plantes, on peut citer les symbioses fixatrices
d'azote, les associations avec les bactéries promotrices de croissance (PGPR) ou de santé, ou
2015).Les PGPR

interviennent sur la croissance des plantes salons plusieurs mécanismes, de maniére directe ou

les interactions avec les champignons mycorhizogénes. (Elaine,

indirecte (figure 3).Ces bactéries sont capables de coloniser efficacement les systéemes
racinaires et influencent de maniére bénéfique la plante en stimulant sa croissance et/ou en la
protégeant contre des infections par des agents phytopathogénes. Ces bactéries de la
PGPR (Plant

Rhizobacteria). La plupart des souches bactériennes exploitées comme biopesticides

rhizosphére sont alors reprises sous le terme Growth-Promoting

appartiennent aux genres Agrobacterium, Bacillus et Pseudomonas. (Haas et Defago,
2005).

7

—p Effet direct = phytostimulation

@errrnne @ Effet indirect = phytoprotection
= =
| 5
PGPR Solubilisation >~ - PGPR _S°
) ‘*ﬁ du phosphate ’ Production de phytohormones
_f __» AlA, gybbérellines, cytokinines,...
Pathogénes §
z PGPR
Protection ’ E Fixation de I"azote
(antagonisme, » = atmosphérique
compétition) < ”“%
 PGPR NOy = 2
/ 4 NH,*

Figure 3: Interactions entre plantes et bactéries coopératives dans la rhizosphere

(Khan et al., 2009)

——
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| —
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Tableau 1:Substance favorisant la croissance libéré par PGPR (Munees et

Mulugeta ,2013)

PGPR

Traits de promotion de la croissance des plant

Pseudomonas putida ; Pseudomonas
aeruginosa ;Klebsiella sp ;

Enterobacterasburiae

IAA, HCN,

polysaccharides, solubilization du phosphate

siderophores, ammoniaque, exo-

Psychrobacter sp. SRSS8,
Bradyrhizobium sp.
750, Pseudomonas sp., Ochrobactru

mcytisi

Mobilisation des métaux lourds

Stenotrophomonasmaltophilia

activitt'  du  Nitrogenase, solubilization du

phosphate, IAA, ACC deaminase

Pseudomonas sp.

solubilization du Phosphate, IAA, siderophore,

HCN, potential de biocontrol

Burkholderia

Pseudomonas sp.

ACC deaminase, IAA, siderophore, solubilisattion

des métaux lourds, solubilizationdu phosphate

Pseudomonas, Bacillus

solubilization du Phosphate, IAA et siderophores

Bacillus spp., Pseudomonas spp., Az

otobacter spp., Rhizobium spp.

IAA, production de I’ammoniaque

Pseudomonas chlororaphis

,Baciilussubtilis

Activité antifongique
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2.1. Effet directe des PGPR sur la plante :

Les bactéries PGPR facilitent la croissance des plantes directement en aidant a l'acquisition
des ressources (azote, phosphore et minéraux essentiels) ou par modulation des niveaux

d’hormone végétales (Munees et Mulugeta, 2014)
2.1.1. Acquisition des ressources :

2.1.1.1. Fixation d’azote :

L'azote (N) est le nutriment le plus vital pour la croissance et la productivité des plantes. Bien
qu'il y ait environ 78% de N2 dans l'atmospheére, il est indisponible pour les plantes en
croissance. Le N2 atmosphérique est converti en formes utilisables par la plante par la
fixation biologique de N2 par les bactéries en utilisant un systéme enzymatique complexe
appelé nitrogénase (Kim et Rees, 1994). Les bactéries fixatrice de I’azote ont la capacité de
récupérer l'azote atmosphérique et de le fournir aux plantes par deux mécanismes:
symbiotiques et non symbiotiques. La fixation d'azote simbiotique est une relation mutualiste
entre une bactérie et la plante. La bactérie entre d'abord dans la racine et plus tard sur les
nodules de forme dans lesquels se produit la fixation de I'azote. La rhizobie est un vaste
groupe de rhizobactéries qui ont la capacité d’établir des interactions symbiotiques par la
colonisation et forme de nodules racines dans le végétale, dans le quelle l'azote est fixé a
L'ammoniaque et le rendre disponible pour I'h6te (Munees et Mulugeta, 2014)

2.1.1.2.Solubilisation du phosphate

Le phosphore et le deuxiéme nutriment important limitant la croissance des plantes aprés
I’azote, il est largement disponible dans le sol sous deux forme organique et inorganique
(khan et al., 2009).1l joue un rdle pratiguement important dans tous les processus
métaboliques majeurs dans les plantes, y compris la photosynthese, le transfert d'énergie, la
transduction du signal, la biosynthése macromoléculaire et la respiration(Khan et al., 2010).
Les plantes sont incapables d'utiliser le phosphate car 95 a 99% de phosphate présents sous la
forme insoluble, immobilisée et précipitée. Les plantes absorbent le phosphate uniguement
sous deux formes solubles: les ions monobasique (H,PO.) et basique (HPO,?) (Govind et al.,
2015). La solubilisation microbienne du phosphate joue un réle important dans la conversion
du P insoluble en P soluble. En effet, il a été démontré que certains microorganismes du sol
sont impliqués dans la solubilisation des phosphates insolubles. Ces microorganismes

bénéficient directement du P bio disponible nécessaire pour leur croissance. De méme,
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d’autres organismes sont en mesure de profiter du P solubilisé, tels que les champignons et les
plantes supérieures. Notons que ces microorganismes produisent des acides organiques et
relachent des protons, qui a travers leurs groupements carboxyliques, chélates les cations fixés

aux phosphates insolubles ce qui permet de les convertir en formes solubles (Salma, 2015)

2.1.1.3.Solubilisation du potassium

C’est le troisiéme nutriment majeur important pour les plantes. Les concentrations de
potassium soluble dans le sol sont généralement tres 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). En outre, en raison de I'application déséquilibrée des engrais, la carence en potassium
devient I'une des principales contraintes dans la production végétale. 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) On a signalé que les micro-
organismes des sols jouaient un rdle clé dans le cycle K naturel et, par conséquent, les
microorganismes solubilisants de potassium présents dans le sol pourraient fournir une
technologie alternative pour rendre le potassium disponible pour I'absorption par les plantes
(Rogers et al., 1998)

2.1.1.4.Production des sidérophores :

Le fer est un nutriment vital pour presque toutes les formes de vie (Neilands, 1995).Ces
oligoéléments qui a suomi a une forte compétition certain bactéries sont capable de séquestrer
le fer du milieu environ de X molécule appelle sidérophores. Ces siderophores se lient avec
Iion ferrique et forment un complexe siderophore-ferrique qui se lie ensuite avec des
récepteurs dépendants de la suspension de fer a la surface de la cellule bactérienne. L'ion
Ferrique est ensuite relaché et actif dans le cytoplasme comme ion ferreux. Beaucoup de
plantes peuvent utiliser divers siderophores bactériens comme sources de fer, beaucoup de
bactéries productrices de sidérophores appartiennent aux genres Bradyrhizobium,
Pseudomonas, Rhizobium, Serratia et Streptomyces de la rhizosphére (Kuffner et al.,
2008).Le siderophore le plus connu est I'aérobactine (figure 4 ), isolée pour la premiére fois
de Aerobacteraerogenes (Gibson et Magrath, 1969).
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Figured : Structure générale des siderophores citrate-hydroxamate
(Gibson et Magrath, 1969).

Pour l'aerobactine, R 5 COOH et n 5 4. L'aérobactine, un second siderophore provenant de

bactéries entériques, peut étre codée sur des plasmides ou sur le chromosome.
2.1.1.5.Production des phytohormones :

Une large gamme de microorganismes trouvés dans la rhizosphére est capable de produire des
substances qui régulent la croissance et le développement des plantes. Les rhizobactéries
favorisant la croissance des plantes produisent des phytohormones telles que les auxines, les
cytokines, les gibbérellines et I'éthyléne peuvent affecter la prolifération cellulaire dans
I'architecture racinaire par la surproduction de racines latérales et de racines avec un

accroissement subséquent de I'apport d'éléments nutritifs et d'eau (Arora, 2013)
2.1.2. Acide Indole Acétique (I1AA):

Les plantes ont développé des systemes élaborés pour réguler les niveaux cellulaires de I'lAA
(Normanly et Bartel, 1999). L'IAA représente l'une des hormones végétales les plus
importantes, ce qui renforce de nombreux aspects de la croissance et du développement des
plantes tout au long du cycle cellulaire de la plante, de la division cellulaire, de I'allongement
cellulaire et de la différenciation (Guilfoyle et al., 1998). Généralement, IAA affecte la
division, l'extension et la différenciation des cellules végétales; Stimule la germination des
semences et des tubercules; Augmente le taux de développement du xyleme et des racines;
Controle les processus de croissance végétative; Initie la formation de racines latérales et
accidentelles; Médiatise les réponses a la lumiere, a la gravité et a la fluorescence; Affecte la
photosynthése, la formation de pigments, la biosynthese de divers métabolites et la résistance
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a des conditions stressantes. En outre, I'lAA bactériennes augmentant la surface et la longueur
de la racine et fournit ainsi a la plante un meilleur accés aux nutriments du sol. En outre,
I'lAA rhizobactéri le dégage les parois cellulaires de la plante et, en conséquence, facilite une
augmentation de I'exsudation des racines qui fournit des nutriments supplémentaires pour
soutenir la croissance des bactéries rhizosphériques (Glick, 2012). Il fonctionne comme une
molécule signal importante dans la régulation du développement des plantes, agissant sur
I'organogeneése, les réponses trophiques, les réponses cellulaires telles que I'expansion des
cellules, la division, la différenciation et la régulation des génes. Le réle de I’AIA dans la
stimulation de la croissance est obtenu en imitant I'effet de la bactérie par ’application directe
de I’AIA sur les racines. Il favorise la survie des bactéries dans la rhizospheére. Les poids des
tiges et des racines des plantes de blé sont influencés positivement par I'ajout de I'AIA
(Cherif, 2014)

2.1.2.1.1-Aminocyclopropane-1-carboxylate (ACC) désaminase:

L'ACC est le précurseur direct de I'éthyléne. La biosynthése de I'éthyléne se faite par les
plantes a partir de la méthionine. La premiére étape est la synthese de la S-adénosyl-
méthionine, suivie de sa conversion en 1 acide aminocyclopropane-1-carboxylique (ACC).
L'ACC oxydase, anciennement connue sous le nom d'enzyme formant I'éthylene (EFE), a
d'abord été caractérise par une pomme (Adams et Yang, 1979). L'éthyléne est une
phytohormone clé qui a une large gamme d'activités biologiques peut affecter la croissance et
le développement des plantes dans un grand nombre de facons différentes, y compris la
promotion de l'initiation des racines, lI'inhibition de I'allongement des racines, la promotion de
la maturation des fruits, la promotion du flétrissement inférieur, la stimulation de la
germination des graines, la promotion de l'abscission des feuilles, Activation de la synthése
d'autres hormones végétales (Glick et al., 2007) L'éthyléene gazeux produit de maniére
endogene par les plantes a plusieurs effets sur leur développement et agit comme molécule
secondaire de signal dans l'induction des défenses de la plante. L'éthyléne est impliqué dans
beaucoup de processus physiologiques, comme la germination de la graine, la différentiation
de tissus, la formation et 1’¢longation de la racine, le développement latéral des bourgeons, le
fleurissement, I’ouverture de la fleur, la sénescence d'organe, la maturation de fruit et
I’abscission de la feuille et du fruit. A des concentrations ¢levées, ’éthyléne affecte
négativement de nombreuses étapes physiologiques des plantes. Une augmentation de la
production d'éthyléne agissant comme hormone sensitive stimule la maturation des fruits et le

vieillissement des fleurs. (Cherif, 2014)
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2.1.2.2.Production des cytokines :

Plusieurs plantes stimulant la croissance des bactéries telle que Azotobacter sp, Rhizobium sp,
Pantoeaagglomerans, Rhodospirillumrubrum, Pseudomonas fluorescens, Bacillus subtilis et
Paenibacilluspolymyxa peuvent produire des cytokines ou des gibbérellines ou les deux pour
la promotion de la croissance des plantes (Kang, 2010). Certaines souches de bactéries
phytopathogénes peuvent également synthétiser des cytokines. Cependant, il semble que les
PGPR produisent des niveaux inférieurs de cytokines par rapport aux phytopathogénes, de
sorte que l'effet des rhizobactéries favorisant la croissance des plantes sur la croissance des
plantes est stimulant tandis que l'effet des cytokinines des agents pathogenes est inhibiteur
(Glick et al., 2007).

2.2. Effet indirect des PGPR sur les plantes :
2.2.1. Productions des antibiotiques :

La production d'antibiotiques est considérée comme l'un des mécanismes de biocontréle les
plus puissants et les plus étudiés chez les PGPR. (Shilev, 2013) example d’antibiotiques
produits par PGPR: l'acide phénazine-1-carboxyclique I'oomycineA, les rhamnolipides
(Fernando et al., 2005)

v I'acide phénazine-1-carboxyclique a été secrété par Pseudomonas fluorescens 2-79
Souche, Pseudomonas fluorescens 2-79, synthétise I'acide phénazine-1-carboxylique (PCA),
un antibiotique pigmenté qui inhibe G. graminis var. Tritici et d'autres agents pathogénes
racémiques in vitro a moins de (1 g / ml), Les mutants de 2-79 défectueux dans la production
de PCA (Phz-) ne parviennent pas a inhiber G. graminis var. Tritici et sont considérablement
réduits dans leur capacité a supprimer le take-all, tandis que les mutants génétiqguement
restaurés pour la production de PCA (Phz +) regroupent de maniere coordonnée l'activité
antifongique in vitro et sur le blé. Ces résultats suggerent fortement que le contrdle de prise en
charge par la souche 2-79 est di en grande partie a la production de PCA dans la rhizosphére
de blé. Les efforts visant a définir le role des antibiotiques dans le contréle biologique ont
toujours été entravés par le manque de preuves directes que les antibiotiques sont présents
dans les sols naturels dans lesquels la suppression de la maladie peut se produire. Les
contraintes physiques et biologiques a la production, I'activité et la détection des antibiotiques
dans le sol ont été revues, dont la plus fondamentale est probablement [l'insuffisance

nutritionnelle. Les sols modifiés avec des nutriments organiques ou traités pour augmenter la
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disponibilité des nutriments supportent souvent la production d'antibiotiques (linda et al.,
1990)

v L'oomycineA : ce dernier et responsabale de I’aptitude de pseudomonasa réduire 70%
I’infection de la racine par pythium cotton et de sa capacité a augmenter de 50% I'émergence

des graines de cootton (Shilev ,2013)

v Les rhamnolipides : Pseudomonas aeruginosa produit et sécrete des bio-tensioactifs
glycolipides contenant du Rhamnose appelés Rhamnolipides. La production de
Rhamnolipides dépend des voies métaboliques centrales, telles que la synthese des acides gras
et les sucres activés par le dTDP, ainsi que sur les enzymes participant a la production de
I'alginate d'exopolysaccharide. La synthése de ces tensioactifs est régulée par un systeme de
régulation génétique trés complexe qui contrle également différents traits associés a la
virulence de P. aeruginosa. Les Rhamnolipides ont plusieurs applications industrielles et
environnementales potentielles, y compris la production de produits chimiques fins, la
caractérisation des surfaces et des revétements de surface, comme additifs pour
I'assainissement environnemental et comme agent de contréle biologique (Maier et Soberon-
Chéavez ,2000).

Ces antibiotiques sont connus pour posséder des activités antivirales, antimicrobiennes, anti-
inflammatoires, anti-oxydantes, cytotoxiques, antitumorales et agissant également sur la

croissance de plantes (Fernando et al., 2005 et Kim, 2012).
2.2.2. Induction d’un systéme de résistance :

PGPR peut déclencher chez la plante un phénoméne connue sous le nom d’induction de la
résistance systémique qui est phénotypiquement similaire a la résistance systémique acquise
qui se produit lorsque la plante active ses mécanismes de défense en réponse a une infection
par un agent pathogene (corné et al., 2009). Les plantes inoculé avec des PGPR peuvent
également fournir une résistance systémique contre un large éventail de pathogenes végétaux.
Les maladies d'origine fongique, bactérienne et virale et, dans certains cas, méme les
dommages causés par les insectes et les nématodes peuvent étre réduits apres l'application de
PGPR (Naznin et al, 2012) il conférer a la plante un certain degré de protection a des attaques
ultérieures par un phytopathogéne via la stimulation de mécanismes de défense systémique.
Cette « immunité » s’initie suite a la perception par la plante de molécules dites « élicitrices »

produites par le microorganisme bénéficiaire (cherif ,2014)
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2.2.2.1. Effet phytoprotectrice Sidérophores :

Les PGPR, notamment du genre Pseudomonas, sont connues pour leur faculté de produire des
sidérophores dans le milieu. Ce sont des substances chélatrices du fer, avec une grande
affinité au fer ferrique (Fe**) Elles améliorent sa disponibilité & leur profit en cas de carence
du sol et rendent difficile son assimilation aux autres populations microbiennes déficientes en
cet élément. Ce phénomene est un aspect de compétition qui participe efficacement a
I’antagonisme contre les agents phytopathogénes en réduisant leurs effectifs dans le
sol.Enoutre, la plante peut facilement assimiler les complexes de sidérophores et ainsi
promouvoir sa croissance Les sidérophores peuvent fixer aussi d’autres métaux dans le sol
tels que le magnesium, le manganése et le chromium. D’apres d’autres études, les PGPR

peuvent extraire le fer des sidérophores formés par d’autres microorganismes (kirdi, 2011).
3. Formation des biofilm par les PGPR :

Parmi les communautés microbiennes du sol associées aux plantes, les bactéries bénéficiaires
de colonisation des racines (rhizobactéries), connues sous le nom de rhizobactéries favorisant
la croissance des plantes (PGPR) (Lugtenberg et Kamilova, 2009) .lls sont connus comme
des groupes prédominants qui exercent des ‘effets bénéfiques dans l'amélioration de la
croissance des plantes. Ceci y compris par leur différent activités solubilisation du phosphate,
production des antibiotique ...etc. (Zehnder et al, 2001) Les biofilms sont des communautés
microbienne uni ou milti adhérentes aux surfaces biotiques ou abiotiques et / ou en contact
intime I'une avec l'autre, enfermées dans une matrice auto-produite de substances polymeéres
extracellulaires (EPS). Des biofilms moins complexes avec un nombre inférieur de cellules
sont décrits de maniére variable comme des microcolonies, des agrégats ou des grappes de
cellules (Ramey et al, 2004). La production de biofilm par PGPR reflete leur pouvoir de
colonisation du systeme racinaire et est considéré comme une activité PGPR importante
(Prescott ,2003). Les cellules bactériennes peuvent présenter deux modes de croissance
générale: soit en tant que cellules planctoniques, soit comme une communauteés en surface
appelées biofilms. Les biofilms sont définis comme des colonies denses de cellules uniques
ou multi-espéces de cellules microbiennes adhérant soit a une surface biotique ou abiotique
encastrée dans une matrice autoproduisent composée de substances polymeéres extracellulaires
(Davey et al., 2000). Plusieurs étapes sont impliquées dans la formation du biofilm, par
réponse a des indices environnementaux la présence des nutriments les cellules planctoniques

se déplacent vers une surface appropriée et se fixe premierement a une surface selon leur
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fimbria et/ou pili par une faible force de Ven Der Wall ou liaison hydrogene pour rendre la
fixation réversible par le temps ’attachement deviens essentiellement irréversible, par la suite
d’une accumulation d’interactions faibles et un changements dans 1’expression des gene,
c’est-a-dire que lorsque les cellules bactériennes commencent a secréter EPS. Lorsque de
nombreuses cellules bactériennes ont été regroupées dans ce pré-biofilm en croissance en
raison de la division cellulaire bactérienne et d’autres microbes se joignant, développent des
micro colonnes qui conduisent finalement a la formation de macro colonies(biofilms
matures).Enfin, lorsque le biofilm est assez grand, les cellules bactériennes commencent a se
détacher du biofilm, ces cellules bactériennes reprenant leur mode de croissance planctonique

ou créant leur propre biofilms(Emily, 2015).

Figure5 : Le processus du développement de biofilm.

Les étapes du développement de biofilm:
1. adhésion Initial réversible.

2. Attachement Irréversible.

3. Formation des Micro colonie.

4. Formation des Macro colonie.

5. Détachement.
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Ce travail a été réalisé au laboratoire pédagogique de la facult¢é SNV/STU de I’Université
Abou-Bekr Bel kaid-Tlemcen. Il porte sur la caractérisation de la flore bactérienne d’un sol

aride dans la région d’Adrar.
1. Echantillonnage :

La partie du sol analyse dans la région du sol d’Adrar est caractérisés par une faible couvert
végétale pendant le mois de Décembre 2016 (Figure6).Le deuxieme sol analysé comporte un
sol fruitier (abricot et figuier) et un sol a couvert naturel (I’épinard et la mauve sauvage) dans
la région de Tlemcen la technique de prélevement consiste a enfoncer une spatule stérile dans
le sol a une profondeur de 10 a 20 cm a proximité des racines végétal les prélevements sont
placée dans des boites de pétri stérile étiquetés et conservé a 1’obscurité jusqu’a 1’analyse

durant la période du mois de février 2017. (Figure7)

Figure 7 : Zone d’echantillonage a partire du sol cultuvé
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2. Déterminant du pH du sol :

20g de terre séchée de chaque échantillon de sol ont ét¢ homogénéisés avec 50ml d’eau
distillée .Ce mélange doit étre agité 2min au moyen de 1’agitateur magnétique. On utilise un
pH-métre ou I’¢lectrode a été insérée directement dans chaque échantillon (Institut de Génie
Rural, 1973).

3. Isolement des bactéries du sol :

3.1. Préparation des dilutions :
A P’aide d’une micropipette de 1000uL une série de dilution (102 107 ) a été préparée pour
chaque échantillon en prélevant 1g du sol et le plagant dans 9ml d’eau physiologique dans un
tube & essai stérile pour obtenir une dilution de 10™ puis de chaque dilution la méme opération

est répété jusqu’a obtention de la dilution 107

3.2. Mise en culture :
Ensemencé en surface, 100 pL ont été prélevés puis étalés sur les milieux TSA et geélose
nutritive. Les boites de pétri portante les indications nécessaires (dilution, type du milieu de
culture, origine de souches, la date) ont été incubées a 30°c ou 55°c pendant 48-72 heures.

4. Conservation des souches :
La méthode de conservation des souches consiste a repiquer les souches en tube sur gélose
inclinée (Botton et al., 1990), puits incubé 24h et aprés elles sont stockées a 4°C pour

favoriser leur viabilité et limiter les possibilités de variations.
5. Identification des souches :
5.1. Caractéres culturaux et morphologique :
5.1.1. Aspect des colonies :

L’examen macroscopique des cultures est le premier examen effectué¢ a partir de I’isolement
apres incubation. L’aspect des colonies dépend du milieu utilisé de la durée et la température

de ’incubation.

Il ne pourra étre décrit convenablement qu’a partir de colonies bien isolées les colonies sont

d’autant plus petites qu’elles sont rapprochées.
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5.1.2. Technique de Coloration de gram :

Un frottis fixé a la chaleur est coloré pendant une minute au violet de cristal; il est ensuite
rincé rapidement a 1’eau distillée, traité pendant une minute par une solution de lugol, et de
nouveau rincé rapidement a 1’eau distillée. On soumet alors le frottis coloré a une étape de
décoloration en le traitant avec 1’éthanol 95% , pendant 15 a 30 secondes puis est rincé
a I’eau distillée. Ensuite le frottis est coloré par la fushine pendant 10 a 30 secondes et
aprés un bref ringage a 1’eau distillée, on séche le frottis au buvard ou au-dessus de la
flamme d’un bec bunsen et on I’examine a I’objectif (X 100) a immersion. Avec
cette coloration double, les bactéries « Gram-positif » apparaissent en violet foncé tandis

que les bactéries « Gram-négatif » sont colorées en rose ou en rouge (Delarras, 2007).
5.2. Caractére biochimique :
5.2.1. Test catalase :

La catalase est une enzyme présente chez la plupart des bactéries aérobies strictes et
anaérobies facultatives. Elle décompose 1’eau oxygénée formée, en eau et en oxygéné qui se

dégage.
H202_ H20 1+, O2

Prendre une lame porte objet propre. Déposer sur celle-ci une goutte d’eau oxygénée a 10
volumes et émulsionner 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
dioxygéne : le test catalase est positif et s’il n’y a pas de bulles : le test catalase est negatif
(Delarras, 2007).

5.2.2. Test oxydase :

L’oxydase ou Cytochrome oxydase est une enzyme présente dans certaines chaines

respiratoires cytochromiques bactériennes.

Déposer ,sur une lame porte-objet propre , une goutte d’eau physiologique stérile puis faire
une suspension ¢épaisse de bactéries a partir d’une culture jeune sur gélose puis ajouter un

disque *Ox*.

Une coloration violet foncé apparait immédiatement sur le disque ou en quelques secondes

puis vire au noir : test oxydase +.
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5.2.3. Etude de la mobilité :

L’étude de la mobilité a été réalisée au milieu Mannitol-mobilité. Ce milieu permet 1’étude de
la dégradation du mannitol qui est un produit de dégradation du mannose. La culture et

ensemencer par piqire centrale a I’aide d’un fil droit. Incuber 24 h a T° optimale.
5.2.4. Identification par galerie Api Staph :

API Staph est un systéme standardisé pour 1’identification des genres Staphylococcus,
Micrococcus et Kocuria comprenant des tests biochimiques miniaturisés ainsi qu’une base de
données. La liste compléte des bactéries qu'il est possible d'identifier avec ce systéeme est

présente dans le Tableau d'ldentification en fin de notice.
- Préparation de I’inoculum
- A I’aide d’une pipete prélever une colonie de 24h bien isolée sur milieu gelose.

- Réaliser une suspension bactérienne dans 6 ml d’ampoules d'API Staph Medium stérile puis

homogénéiser la suspension vortex.

-Inoculation et lecture de la galerie

La galerie est inoculée et lue selon le guide API staph.
5.2.5. Test de température

Les cultures de 10 souches différentes ont été incubées aux températures suivants 25°C,
30°C, 45°C, 55°C sur milieu TSA et GN (Figure8).

Figure 8 : Test de température.
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6. Etudes des propriétés PGP des souches isolées :
Les propriétés PGP analyses dans cette étude sont :
-le potentiel de formation de biofilm.
-la production de substance inhibitrice (Antagonisme).
6.1. Formation des biofilms dans les microplaques de titration :

La technique de microplaque de titration a 96 puits selon (Auger et al., 2009) est utilisée pour

étudier la capacité des souches isolée a former le biofilm.
-Technique

En place dans les puits des microplaques de titration en polystyréne stérile, 100ul du BN et
50ul de la suspension bactérienne préparée dans le BN.

La premiére rangée est laissé vider pour le contrdle du lecteur et le deuxieme est rempli par le

milieu non ensemencé comme un témoin.

Chacune des plaques est incubée a deux températures spécifiques des souches sélectionnées :
30°C, 45°C Pendant 24h.

-Coloration des biofilm au cristal violet

Apres le temps d’incubation, les biofilms formés sur les parois des puits sont mis en évidence

par coloration au cristal violet.

- Les microplaques sont d’abord vidées par la micropipette.

- Ringage a I’eau distillé trois fois pour éliminer les cellules non adhérées.
- Laisser sécher 10 a 15 min.

- Remplir les puits avec 200ul de cristal violet 1%

- Laisser agir 15 min puis rincer a I’EDS 3 fois.

- Séchage des plaques en position renverse.
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-Lecture

Premiére observation se fait a I’ceil nu est consisté a observer la présence a 1’absorbance de
couleur sur les puits et le fond des puits. Puis la lecture consiste a solubiliser les biofilm

colorés et a mensurer leur DO.

Mais avant la mesure de la DO au spectrophotométre munis d’un lecteur de microplaque a
630 nm, les puits sont remplis avec une solution dissolvante constitu¢ d’éthanol et d’acide
acétique glacial dilué dans du ’eau distillé. Le protocole de formation des biofilm par la

méthode microplaques de titration 96 puits est présenté dans la (figure 9).

3

RS KR
= 5 0090000 e G S
U Inoculation de lIa microplagque

Suspension bactérienne

30cC-* 45c®

Apreés coloration par
CVet AC

Figure 9:schémas représentant le protocole de formation des biofilms par la méthode
de microplaques de titration 96 puits.

6.2. La production de souche inhibitrice (Antagonisme) :
-Test d’antagonisme de la gélose mole

Le test d’antagonisme a été réalisé par la méthode de Flemming en 1985 de la gélose
molle. Durant I’isolement 3 souches ont produit des zones claires sur le milieu TSA d’autres

bactéries sur milieu GN inhibant la croissance d’autres bactéries.
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Ces souches sont codées comme suit et sont utilissé comme des souches inhibitrices de la
croissance des souches a tester (Tableau 2)

1- E8/GN/30C°/ 103
2- figue /GN/30C° /10™
3- E10/GN/30C° /103

Tableau 2 : les souches de référence.

ATCC 27853 MNHN

ATCC 8739 MNHN
IBMC Strasbourg MNHN
ATCC 6538 MNHN

ATCC 6633 LAPSAB M.RAHMOUN N.

-Test d’antagonisme de la gélose molle (Fleming et al., 1985)

On prépare des pres cultures de 5ml sur bouillon nutritif des différentes souches inhibitrices

et des souches a tester

Les 3 souches inhibitrices ensemencées par des spots de 50ul sur Muller-Hinton puis
incubées a 30°C pondant 24h

Dans des tubes stériles contenant 10ul de gélose molle en surfusion on ajoute 10ulde culture
bactérienne et on coule a la surface de la boite puis on incube & 30°C et a 48°C pour les

souches thermophiles




Résultats et
discussion



Chapitre 111 Résultats et discussion

1.LepHdusol:

Les résultats des mesures de pH effectuée sur les échantillons du sol désertique et du sol
cultivé sont résumés dans le (Tableau 3).Dans le cas du sol désertique, les valeurs de pH
varient entre 6 et 7.60 ce qui indique que ces sols sont neutres a faible acide, tandis que les
sols cultivés semblent avoir un caractere neutre a faiblement alcalins avec des valeurs de pH

variant entre 7 et 8.30.

Tableau 3 : La détermination du pH des sols analysés

Le sol Echantillon pH
E10 7,60
) E8 6
le sol du désert E6 6.5
E4 7
SF 8
» SM 7.6
le sol cultivé SA 6.1
SE 8.3
SF : sol planté de figue SA : sol planté de abricot

SM : sol planté de mauve sauvage SE : sol planté d’epinard

Le pH est un facteur physicochimique important dans la caractérisation des sols. En fonction
du pH, les sols sont classés en sol acide, neutre ou alcalin. Les sol cultivés sont généralement
caractérisés par des pH neutre , faiblement acide ou faiblement alcalin, avec des valeurs qui
varient entre 4 et 9.La plupart des sols de jardin sont neutres, ¢’est-a-dire aux environs de pH
7(Anonyme, 2014).Des sols sahariens non cultivé ont un pH alcalin 7,5 < pH < 8,5 (Berkal,
2006)

Le pH est également un facteur qui influe sur la nature et la distribution des microrganismes

du sol.
1. Résultats de I’identification des souches :

L’analyse des échantillons du sol du désert et du sol cultivé a permis d’obtenir respectivement
70 et 60 isolats sur milieux TSA et GN a 30°C et 55°C.
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L’identification des souches isolées a porté sur I’étude des caractéres morphologiques,
physiologiques et biochimiques. Les caractéres culturaux et la morphologique cellulaire des

isolats sont présentés dans le tableau 4,5 et la figure 10.

Tableau 4 : La caractérisation des souches isolée du sol désertique est basee sur les criteres

morphologiques

Souche Taille (mm) Forme Elévation  Consistance Couleur
E4G31,
E6TS3, envahissante Irrégulier Plate Séche Blanchatre et
E4G32, Miel
E4AT3
E10T3 4mm Régulier demi bombé Lisse et Miel
Visqueuse
E8TS, envahissante Irrégulier Plat Visqueuse, Miel et
E8G33, Liss et Blanchatre
E6T52 rugueuse
4mm Visqueuse,
E8G31 Zone Régulier Plat Liss, Blanchatre
d’inhibition Inhibitrice
=1lmm
E6T51 1,5mm Régulier demi-bombé  Visqueuse, Miel
Liss
E4G3 : Echantillon 4/GN/10%/Colonnil E6T51 : Echantillon 6/TSA/10°%/Colonnil
E4G32 : Echantillon 4/GN/10%/Colonni2 E6T3 : Echantillon 6/TSA/10°
E4T3 : Echantillon 8/TSA/10° E6T52 : Echantillon 6/TSA/10°°/Colonni2
E10T3 : Echantillon 10/TSA/10® E8G33 : Echantillon 8/GN/10°%/Colonni3
E8G31 : Echantillon 8/GN/10*/Colonnil ESTS : Echantillon 8/TSA/10°
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Tableau 5 : La caractérisation des souches isolée du sol cultivé est basée sur les critéeres

morphologiques

Souche = Taille (mm) Forme Elévation Consistance Couleur
FS1 5mm régulier Plat Seéche Blanc
Plat
F S2 1.5mm régulier Inhibitrice Seéche Blanc
(zone
0.5mm)
F S3 9mm Régulier Plat Séche Blanc gris
claires
Plat,
A S5 Envahissante = irrégulier sporulant Séche Miel
E S9 Envahissante irrégulier Bombé visqueuse lisse Miel
E S8, S6,
MS S4, Envahissante = irrégulier Plat Séche Miel
S7
MS S10  Envahissante irrégulier Rugueuse Séche Jaune claire
FS1 : Figue souche 1 MS S7 : La mauve sauvage souche 7
A S5 : Abricot souche 5 MS S4 : La mauve sauvage souche 4
FS2 : Figue souche 2 MS S10: La mauve sauvage souche 10E
S6 : Epinard souche 6 ES9 :Epinard souche 9
FS3 : Figue souche 3 E S8 : Epinard souche 8

Les aspects des colonies sur les milieux TSA et GN varient entre les souches isolées. Le type
de colonies dominant est caractérisé par des aspects lisses réguliers et cremeux (figure 10 A et
D). Des colonies seches, rugueuses, irrégulieres et envahissants sont également présentes dans
la (figure 10 B et E) des colonies envahissante entourées d’un halo claire, probablement une
zone d’inhibition ont été trouvées chez deux souches isolées du sol désertique et une souche
du sol cultivé (figure 10 C et F)
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Figurel0 : Aspects des colonies du sol désertique et du sol cultivé au milieu gélosé.

2.2. Identification des souches :
2.2.1. Identification phénotypique des souches isolées

D’apres les tableaux 6 et 7, les souches isolées des deux types de sol se répartissent
en bacilles Gram positif et négatif et coques a Gram positif, aérobie a aéroanarobie
facultatifs. Par ailleurs toutes les souches identifiées sont oxydase + mais certaines sont
catalase + alors que d’autres sont catalase négatives. Ces caractéres d’identification ont
permis 1’orientation vers les genres Staphylococcus, Pseudomonas, Bacillus ....; Ainsi que
vers les familles des vibrionaceae, selon les tableaux d’identification publiés dans les sites

web (liste des références bibliographiques).




Chapitre 111 Résultats et discussion

Tableau 7 : Identification phénotypique des souches isolées du sol cultivé.

Souche = Gram  Morphologie Mannitol Cat OX Genre
cellulaire mobilité
Listeria
F S1et + Bacille AS /Mobile 5 5
FS2 /Mannitol*
AAF Listeria
F S3 o Bacille /Mobile + +
/Mannitol*
AAF
A S5 + Bacille /Mobile/Man + - Bacillus
nitol”
E S9 + Cocci en AAF + + Staphylococcus
chainette /immobile / Haemolyticus
Mannitol™
E S8, - Bacille AAF /mobile + -
MS S4 /Mannitol* Vibrionaceae
E S6 + Bacille AS / Mobile + - Bacillus
/Mannitol*
MS S10 + Bacille AAF - - Erysipelothrix
/immobile/
Mannitol
MS S7 + Cocci AS/immobil + + Staphylococcus
e/Mannitol” Xylosus
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Tableau6 : identification phénotypique des souches isolées du sol désertique.

Souche Gram  Morphologie Mannitol Cat OX Genre
cellulaire mobilité
E4G31, AAF Staphylococcus
+ Coque /Mannitol®
S /Mobile * *
E6T3,
E8TS, - Bacille AAF/Mann
E4T3, itol*/Mobil + + Pseudomonas
E6T52 €
E10T3 AAF/Mann + + Vibrionaceae
- Bacille itol”
/Immobile
E8G31, AAF/Mann + + Listeria
- - + -
E6T51 + Bacille itol /2/|Obl|
E8G33 - Bacille AS/Mannit + + Pseudomonas et
ol*/Mobile

apparentes

Staphylococcus xylosus est une bactérie a Gram positif, en forme de coque, non mobiles,
sont a catalase positive et aéro-anaérobies facultatives (Emilie, 2007). Elle caractérisé par
un grand potentiel de biofilm.

c’est deux espece de Staphylococcus Haemolyticus cocci @ Gram positive, anaérobies
Facultative, Catalase positive, immobile il forme un biofilm, staphilococcus (Yannick et
al., 2013) (Stella, 2006)

Listéria petit bacille, Gram positif, isolé ou en chainettes, mobile. Aéro-anaérobie
facultatif, catalase positive. Leur effet PGPR se traduit par induction de systeme de
résistance, et elle peut former un biofilm (Stefan et al., 2006)

Bacillus gros bacilles Gram positif, catalase positif, Aérobie stricte ou Aéroanaérobie,
certain sont mobiles et autres sont immobiles. Leur effet PGP est caractérise par la
production acide indole acétique et production d’ammoniaque (Josef et al., 2007), et
solubilisation de phosphate (Canbolat et al., 2006),et siderophores, activité antifungique
(Dey et al., 2004)

Vibrionaceae sont des bacilles, Gram-négatif, mobiles, anaérobies facultatifs (Christophe,
1998) caracterisé par une activité anti fongique (Kannahi et Dhivya.)

Erysipelothrix bacille gram positif, immobile, aero- anaerobie facultatif, oxydase “catalase -

29

——
| —



Chapitre 111 Résultats et discussion

- Campylobacterbacille a gram  négatif, ~mobile, catalase+, oxydase +,
microaerophile(Anonyme,2012)

- Pseudomonas production acide idole acétique (Joseph et al.,, 2007) , production
d’amoniaque, 1’activité antifongique , sidérophore, solubilisatio de phosphate (Rajkumar
et al., 2006).

2.2.2. Résultats de I’identification par le systeme Api Staph :

Les résultats de I’identification par galerie API Staph sont présentés dans le dans le tableau8
et le figure 11. D’apreés ces résultats, on constate qu’un grand nombre de caractéres négatifs
ne permet pas l'identification au genre Staphylococcus. En effet la souche Micrococcus spp
qui présente 17 caractéres négatifs a été identifiée au genre Micrococcus par le logiciel API
Staph version 2009. Les autres biotypes montrant 9, 10 ou 13 caracteres positifs ont été
identifiés aux especes Staphylococcus Xylosus a deux  biotypes et Staphylococcus
haemolyticus a un seul biotype respectivement.

Staphylococcus existe dans le sol et peuvent forme un biofilm (Nail et al., 2007). Comme

role pgpr il produise des sidérofore (sayyad et al., 2013).

T

i e S -

Figurell : Galerie Api staph des souches désertique et cultivé.
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Tableau8: les résultats de I’identification par la galerie API staph

n L
L a
T wildlolwlz|- |4 4 o O O | >
©) =z < o < — ah) > @) a
5
@) )
%!
S1| = +  + o+ o+ + - - - - + + - + 4+ - - - - 0.497 Staphylococcus
Xylosus
S2 I + o+ o+ o+ + + - - - - + - - + - + + - 0.477 Staphylococcus
haemolyticus
S+ o+ o+ o+ + + - + - + + + o+ - - - + - 0.835 Staphylococcus
Xylosus
;M s - - - - - = | =] =] = | -+ - - - - 4+ - 0803 Micrococcus
Spp
( |
L 3 )
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2.2.3. Effet de la température sur la croissance des souches:

Concernant le test de température, les 20 souches testées ont pu se développé a toutes les
températures testées : 20, 30, 45, et 55°C.

Compylobacter : peut résiste dans des différentes températures sont 10°C /18°C / 20°C /36°C
/80°C (Claude ,2012)

Vibrionacea : peut résiste dans les températures suivantes de 30°C a 37°C

Staphylococus : T minimal est 10°C / T optimal est de 30a 37°C /T maximal 45°C (site web )
Bacillus : y comprise de 4 et 7°C jusqu'a 45°C (site web)

Pseudomonas : se développer dans des températures allant de 4°C a +45°C et leur optimum
est 37°C (Boudouda ,2015)

2. Détermination du potentiel PGPR des souches :

Les caractéres PGP étudiés sont le potentiel de formation du biofilm et I’antagonisme par la
production de substances inhibitrices.

3.1. Evaluation de la formation de biofilm :

La formation de biofilm dans les microplaques par la technique au cristal violet, utilisant les
microplaques de titration a 96 puits, est analysée par simple observation a I’ceil nu. La
coloration observée sur les parois et/ou le fond des puits est proportionnelle a la masse du
biofilm formé. Alors que les parois des puits sont faiblement colorées, des anneaux fortement

colorés sont formés a I’interface du milieu avec ’air (figure 12).

Le milieu de culture influence la formation de biofilm par les souches étudiées n'ont pas pu
former de biofilms sur milieu TSA que sur milieu GN ils ont donné une bonne formation d

biofilm

Annau
Coloré

Figurel2 : Formation des biofilm dans la microplaque de titration
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-Potontielle de formation du biofilme :

Les biofilms ainsi formés par 1’adhésion des bactéries sessiles sont colorés avec du Cristal
Violet (CV) a 0,1%. En fonction de la lecture des densités optiques (DO) de la phase biofilm,
les bactéries sont classées comme suit : non formatrices du biofilm, formation modérée,
fortement formatrice du biofilm (Mathur et al, 2006 ; Afreenich et al., 2011 ; Bellifa, 2014).
La technique de cristal violet de quantification est parmi les méthodes indirectes d’estimation
de la production de biofilm sur différents types de support (Djordjevic et al., 2002). La
coloration adsorbeée est directement corrélée a la densité du biofilm forme, et sa solubilisation
permet une quantification de celui-ci (Musk et al., 2005).

D’aprés (D’Auger et al., 2009) une DO de 0,5 est la valeur seuil d’estimation du potentiel
de formation du biofilm chez Bacillus cereus. Si on considére cette échelle, chez les bacilles

thermophiles, il est possible de distinguer 4 classes :

e Classe 1: DO <0,5: Faiblement productrice du biofilm.
e Classe2:0,5< DO <1,5: Moyennement productrice du biofilm.
e Classe 3:1,5<DO <2,5: Fortement productrice de biofilm.

e Classe 4: DO < 2,5 : Hyper productrice.

Les résultats de 1’évalent de la formation de biofilme des souche testé sont représent dans les

figur(13,14,15,16)

0,4
0,35
0,3
0,25
0,2
0,15
0,1 -
0,05 -

0 = T T T 1
sl s2 s3 s4 s6 s7 s8

DO biofilm & 360

souches

Figurel3 : Formation de biofilm par des différentes souches du sol désertique a 30 °C
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Figurel4 : Formation de biofilm par des différentes souches du sol désertique a 45° C

S1=E4G31  S,=E6T3 S;=E8G31 Sg=EB8G33  Sy=E6T51
Si10= E6T52  Ss= E8TS Se=E4T3  S;=E10T3 S,=E4G32

Pour estimer le taux de formation de biofilm par ces souches a deux températures 30C ° et
45C° sur le milieu BN est obtenue par la mesure de la DO a 630 au lecteur de microplaque.
Selon les résultats obtenue et présenté dans les figures (13 et 14). A 30°C et a 45°C le seuil
est 0.5nm.

A 45°C la DO est inférieures a 0.5 les souches ont faiblement productrice de biofilm

A 30 °C la DO est comprises inférieures a 0.5 les souches sont faiblement productrice de
biofilm

A 30 °C la DO est entre 0.5 et 1.5 hyper productrice de biofilm

A 45 °C la DO est entre 0.5 et 1.5 hyper productrice de biofilm

A 30 °C la DO est entre 1.5 et 2.5 moyennement productrice de biofilm

A 45 °C la DO est entre 1.5 et 2.5 moyennement productrice de biofilm

A 30 °C la DO <2.5 faiblement productrice de biofilm

A 45 °C la DO< 2.5 faiblement productrice de biofilm
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Figurel5 : formation de biofilm par des différentes souches a 30°C sol cultivé
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0,3 A
0,2 A
0,1 A
S5 S8 S9 S10

souches

PO Biofilm a 630 nm

Figurel6 : formation de biofilm par des différentes souches a 45°C sol cultivé

FS1 : Figue souche 1 AS5 : Abricot souche 5

FS2 : Figue souche 2 E S6 : Epinard souche 6

FS3 : Figue souche 3 E S8 : Epinard souche 8

E S9 : Epinard souche 9 MSS10 La mauve sauvage souche 10
MSS4 : La mauve sauvage souche 4 MS S7 : La mauve sauvage souche 7

A 45 °C la DO est inférieures a 0.5 les souches ont moyennement productrice du biofilm.

A 30 °C la DO est comprises inférieures a 0.5 les souches sont faiblement productrice de
biofilm

A 30 °C la DO est entre 0.5 et 1.5 hyper productrice de biofilm

A 45 °C la DO est entre 0.5 et 1.5 hyper productrice de biofilm

A 30 °C la DO est entre 1.5 et 2.5 moyennement productrice de biofilm
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A 45 °C la DO est entre 1.5 et 2.5 moyennement productrice de biofilm
A 30 °C la DO <2.5 faiblement productrice de biofilm
A 45 °C la DO< 2.5 faiblement productrice de biofilm
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Figure 17: Résultats de biofilms apres la incubation de 24hcoloration avec le cristal violet

3.2.Antagonisme :

Le test de I’antagonisme.tel que montre par la figure 19 une seul activité inhibitrice a été

observée par la souche I, a également de la souche de référance Staphilococcus aureus.

Les autres souches testés ne montre aucun éffet négatif sur la croissance des souche cibles

qu’elle soient celles qui ont été isolée les souches de référance .

Figure 18: Résultats de I’activité inibitrice de la souche I

Neeraja et al (2010); on montre que I’activité antagoniste a été résulté de I’activité de

I’ensemble des enzymes tel que chitinases, glucanases, pro-teases, et lipases

La lutte biologique par 1’utilisation des rhizobactéries promotrices de la croissance végétale

ou PGPR est un outil prometteur pour I’amélioration de la production végétale et la gestion




Chapitre 111 Résultats et Discussion

intégrée des phanérogames parasites des cultures (Kirdi, 2011). D’apres ces résultats, 101
souches rhizobactériennes ont été isolées d’échantillons de sol prélevés dans les régions de
Zeralda, Fouka et Berar de la wilaya de Tipaza, dont 12 souches inhibitrices de la croissance
et 25 souches stimulatrices de la croissance végétale (ou PGPR). Ce dernier caractére c’est

traduit par un effet sur le taux de germination et la longueur des radicules des graines germées

de la feve, pois chiche, petit pois, blé, orge, luzerne et tomate.

——
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Conclusion :

D’aprés nos résultats en constate que les vingt souches isolées et identifies sont des bacilles
a Gram positif et négatif et des cocci a Gram positif, capable de croitre dans des
températures de 20°C a 55°C. Quatre souches ont été identifiés par la galerie APl Staph

aux genres Staphylococcus et Micrococcus.

Deux activités PGP ont été étudiées chez les souches isolées : formation de biofilm et

I’antagonisme.

Une détermination par la technique au cristal violet de formation des biofilms des vingt

souches a montrer des potentiel relativement modéré (0,07<D0<0,38).

L’antagonisme qui a été reéalisée par trois souches inhibitrices est testé sur 8 souches de
références dont une seul parmi ces germes inhibiteur qui a une inhibition intéressante vis-

a-vis Staphylococcus aureus.

Au terme de ce travail qui ouvre plusieurs perspectives de recherche il serait
intéressant d’approfondir les investigations sur les souches les plus performantes apres
leur identification a fin de:

e Déterminer leurs mécanismes d’actions directes (production des
phytohormones assimilation et solubilisation des sels minéraux, induction de la
résistance systémiques.) ou indirectes (compétition, production des
sidérophores, Antibiose ; Production de composés volatiles...) impliqués dans leur
potentiel stimulateur de la croissance veégetale ou antagoniste a I’égar
d’Orobanch ecrenata et Cuscuta campestr ainsi que d’autres bioagresseurs des
cultures

e identifier les métabolites actifs a effet inhibiteur.

e connaitre leur potentiel a promouvoir la tolérance des plantes cultivées au
différents stress abiotiques

e comprendre et modéliser les interactions entre les souches performantes et les
communautés microbiennes rhizosphériques notamment celles des bactéries

symbiotiques des légumineuses
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Annexe 01 : les milieux de cultures

1. TSA (Gélose Trypticase de soja)

Trypticase 179
Soytone 39
Chlorure de sodium 59
Agar 159
Eau distillée 1000ML
Ph 7,2

2. Milieu Mannitol-mobilité

Hydrolysattrypsique de caséine 10,0 ¢
Mannitol 7549
Rouge de phénol 0,04 g
Nitrate de potassium 109
Agar 3,50
pH 7,6

3. Milieu gélose nutritive

Beef extrait 1.09/1
Least extrait 2.0g/l
Peptone 5.09/l
Sodium chloride 5.0g/l
Agar 15.0g/I
pH 6.8+0.2
T 25°C

Suspendez 28¢g dans 1L d’eau distillée, chauffer jusqu’a la dissolution totale. Autoclave a
121°C pendant 15 min.


https://fr.wikipedia.org/wiki/Nitrate
https://fr.wikipedia.org/wiki/Agar-agar

Annexes

4. Milieu Muller Hinton :

Infusion de viande de beeuf 300,0 ml
Peptone de caséine 175¢g
Amidon de mais 159
Agar 170¢g
pH 7,4

5. Eau physiologique :
Na ClI 9g
Eau distillé 1000ml

6. Cristéle violé :

Cristéle violé 9g

Eau distillé 1000ml
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Annexe 02 : la lecture des résultats des galerie Api

API 20 Staph v4.1
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Résumé

L’objectif de ce travail est la caractérisation de la flore PGPR la partie d’un sol semi-aride
cultivé et un sol aride no cultive.

Vingt souches isolées et identifies sont des bacilles a Gram positif et négatif et des cocci a
Gram positif, capable de croitre dans des températures de 20°C a 55°C. Quatre souches
ont été identifiés par la galerie API Staph aux genres Staphylococcus et Micrococcus.Les
propriétés PGP analysés dans cette étude sont : le potentiel de formation de biofilm et la
production de substance inhibitrice (Antagonisme).L’étude de formation des biofilms des
vingt souches par 1’usage des microplaques de titration et la détermination de ce dernier se
fait par ’addition de cristal violet. L’antagonisme qui a été réalisée par trois souches
inhibitrices est testé sur 8 souches de références dont une seul parmi ces germes inhibiteur
qui a une inhibition intéressante vis-a-vis Staphylococcus aureus.

Mots clés : PGPR, biofilm, antagonisme, isolée, identifie, caractérisé.

Abstrat

The objective of this work is to characterize the PGPR flora part of a cultivated semi-arid
soil and a non-cultivated arid soil.

Twenty strains isolated and identified are Gram positive and negative bacilli and Gram
positive cocci capable of growing in temperatures of 20 ° C to 55 ° C. Four strains were
identified by API Staph Gallery in the genus Staphylococcus and Micrococcus. The PGP
properties analyzed in this study are: biofilm formation potential and inhibitory substance
production (Antagonism). The biofilm formation study of the twenty Strains by the use of
the titration microplates and the determination of the latter is done by the addition of
crystal violet. The antagonism which was carried out by three inhibitory strains is tested on
8 reference strains of which only one of these inhibitory germs has an interesting inhibition
against Staphylococcus aureus.

Key words: PGPR, biofilm, antagonism, isolated, identifies, characterized.



