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Introduction

Dans la nature, les micro-organismes sont abondants dans différents types d'habitats en
raison de leurs spécificités, de leurs propriétés uniques et de leurs grandes diversités
métaboliques. On les trouve dans les océans, I’air, le sol etc....

Jusqu'au XXe siécle, on pensait que la vie n'existait que dans des environnements
"normaux”, c'est-a-dire dans des conditions compatibles avec la vie humaine. Les chercheurs
ont commencé a rechercher des organismes capables de survivre dans des environnements
extrémes loin de ces critéres (Peduzzi et al, 2006), et vraiment leurs tentatives et leurs
recherches ne se sont pas soldées par un échec, ils ont découverts les « extrémophiles ». Ces
derniers on les trouve dans une variété de conditions environnementales (couvrant une large
gamme de pH, de température, de salinité, de métaux lourds, I’activité de I’eau etc...). Il
existe des extrémophiles qui prosperent dans des biotopes combinant plusieurs conditions
physicochimiques extrémes, ils sont donc qualifies de polyextrémophiles ou
pluri_extremophiles (Michel et al, 2018) (par exemple ceux qui vivent dans des hautes
températures et une concentration élevée en sels). Ces microorganismes appartiennent aux
trois domaines de la vie : Eukaryota, Bacteria et Archaea (Kirtel et al, 2018 ; Verma et al,
2020).

Les premiers organismes extrémophiles connus étaient les halophiles, qui ont été trouvés
dans des environnements que beaucoup croyaient étre sans vie (Michel et al, 2018). Un
environnement est qualifié hyper salin quand la concentration en sels est supérieure a celle de
I’eau de mer, qui est d’environ 35¢/lI (DasSarma et DasSarma, 2017). La plupart de ces
plans d'eau sont composés d'énormes lacs salés continentaux qui sont généralement limités
aux régions arides a semi-arides ; comme le Grand Salt Lake dans I'Utah (USA), la Mer
Morte, et les marais salants de diverses nations comme le Lac Rose .au Sénégal. Et les lacs
s'étendent de la cote nord de I'Algérie jusqu'au Sahara a travers les Hauts Plateaux et sont
formés par d'immenses dépressions endoréiques continentales connues sous le nom de Chotts
et Sebkhas (Menasria et al, 2018).

De nombreuses études ont été menées sur les sols halophiles pour identifier des espéces

spécifiques d'halophiles, telles que les bactéries du bacille qui ont un potentiel

biotechnologique important. Les bactéries du genre Bacillus sont un exemple d'especes
prometteuses dans domaines d’intérét biotechnologique et agricole. Cela est di a leur taux de
croissance rapide et a la sécrétion extracellulaire de nombreuses biomolécules tels que les

enzymes, les phytohormones, des antibiotiques et des bio surfactants (Schallmey et al, 2004).
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Les especes du genre Bacillus posséde également des capacités physiologiques
extraordinaires qui lui permettent de survivre dans un large éventail d’environnements
extrémes. Il peut étre halophile, acidophile, alcaloide, halotolérant ou thermophile (Awais et
al, 2007).

Notre étude s’inscrit dans cette optique et le principal objectif de ce travail était basé sur
I’isolement, I’identification, le screening des activités enzymatiques et la caractérisation
physico-chimique des bactéries halotolérantes isolées a partir d’un milieu hyper salin qui est
la sebkha saharienne (Bordj Omar Idriss).

La premiére partie de ce travail est consacrée a la description des données bibliographiques
relatives aux environnements hyper salins et aux bactéries halotolérantes et halophiles du

genre Bacillus ainsi que les intéréts biotechnologiques.

Cependant une deuxieme partie, represente le travail pratique et qui indique la méthodologie

adaptée pour la réalisation de ce travail.
Ainsi que I’exposition et la discussion des résultats obtenus.
La derniere partie est une conclusion générale et quelques perspectives qui sont en

relation directe avec le travail réalisé.
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I.1. Le monde des extrémophiles

Le terme "extrémophiles” a été inventé pour la premiére fois en 1974 par Mac Elroy
dans un article intitulé "Some Comments on the Evolution of Extremophiles" dans la revue
Biological Sciences, et il a été interprété de plusieurs manieres comme des micro-organismes
ultimement apparentés qui habitent des niches écologiques extrémes caractérisées par des
conditions défavorables au développement de la vie. Ces conditions peuvent étre allé du froid
extréme avec des températures basses (psychrophiles) a des hautes températures qui peuvent
atteindre jusqu’a 121°C (Hyper thermophiles), elles peuvent étre caractérisees aussi par un pH
tres acides (acidophiles) ou tres alcalin (alcalophiles), de haute salinité (halophiles), des
pressions barométriques de plusieurs tonnes (barophiles) (Daoud et Ben Ali, 2020).

Les extrémophiles peuvent vivre dans les déserts ou il y a manque d’eau, les eaux ou les
sols a forte salinité, les cheminées hydrothermales volcaniques ou sous-marines, ...etc., et ont
une capacité enzymatique et une stabilité bien supérieures dans des conditions extrémes. Ces
enzymes sont appelés extrémeoenzymes et ont été largement utilisées en biotechnologie
comme dans la transformation des aliments, la bioremédiation et dans les processus de
biosynthése (Antoine, 2022).

1.1.1 . Diversité de monde extrémophiles

Dans la derniére décennie, le développement de nouveaux outils qui permettes d’analyser
directement I’ADN issus de communauté microbienne (le méta génomique) a bouleverser
notre vision des écosystéemes microbiens. Grace a eux, on a découvert des environnements
longtemps considérés comme incompatibles avec la vie. Malgré leurs conditions physiques et
chimiques extrémes, il contient des formes de vies microbiennes abondantes (Cowan et al,
2015).

Le tableau ci-dessous montre une variéte de microorganismes extrémes et leurs

environnements.
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Tableau 1 : Microorganismes extrémophiles et leurs environnements (Adapté de Horikoshi
and Bull (2011).

Microorganismes extrémophiles | Environnement favorable & la croissance

Acidophile pH optimum de croissance < 3

Alcalophile pH optimum de croissance > 10

Halophile Nécessite au moins 1M de sel pour la croissance

Hyper thermophile Croissance optimale a des températures> 80 °C

Thermophile Croissance a des températures entre 60 °C et 85 °C

Eurypsychrophile Croissance a des températures>25 °C, mais également<15 °C
(psychrotolérant)
Stenopsychrophile (psychrophile) | Croissance a des températures entre 10 °C et 20 °C

Piézophile Croissance sous haute pression—> 400 atm (40 MPa)

1.1.1.1. Les milieux alcalins

L'environnement alcalin est I'endroit ou les micro-organismes alcalinophiles prospérent.
Ces organismes poussent le mieux dans des conditions alcalines et fonctionnent de maniére
optimale de pH supérieurs a 9,0, souvent autour de 10,0, tout en montrant une croissance qui
est peu ou pas a des niveaux affectés par les valeurs de pH neutre (Jane A. Irwin et al., en
2004 (Horikoshi ,1999). A un pH de 10,5, une variété de micro-organismes peuvent se
développer (Martins et al. 2001). Les alcalophiles, également connus sous le nom de
haloalcalophils, sont souvent isolés des environnements naturels qui ont tendance a avoir des
concentrations élevées de chlorure de sodium. (Na Cl) (Gareeb et Setati, 2009).

Les bactéries alcalifiques prosperent a un pH de 9. Parmi eux, on reconnait les
alcaliphiles, dont le pH optimal pour la croissance est inférieur a 9, et les alcalitolérantes,
capables de se développer a pH 9 mais avec un pH optimal proche de la neutralité. Les
bactéries alcalines peuvent également étre halophiles et peuvent pousser dans des
environnements avec des concentrations de sel proches de la saturation (35% de NaCl), telles
que les lacs salés, les déserts salés et les sources alcalines. L'alcalinité de I'environnement
ambiant est causée par la teneur élevée en carbonates, mais le niveau de salinité détermine

comment un environnement différe d'un autre.
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Les produits issus de micro-organismes alcalophiles, en particulier les enzymes, ont un
potentiel industriel important, notamment dans les industries alimentaires, des détergents, du
papier et du textile (Sarethy et al, 2011).

1.1.1.2. Les milieux acides

Les milieux acides ou les environnements acidophiles comprennent les lacs acides,
Sources hydrothermales, sources chaudes sulfurées, les organismes vivant dans ces milieux
sont dits acidophiles. Les bactéries acidophiles qui se développent de facon optimale a un pH
de 2 sont trés rares dans le monde (Morozkina et al, 2010) et généralement qui se
développent a un PH inférieur a 4 sont riches en métaux lourds (fer, arsenic, cuivre, zinc,
chrome...) et des métalloides. Pour obtenir de I'énergie, les acidophiles ont un métabolisme
acido _chimio__ lithotrophic oxydent les minéraux contenant du soufre ou le soufre électrique
dans les zones volcaniques, créant des environnements extrémement acides (Rohwerder et
Sand, 2007). L’acidité extréme provoque la destruction des protéines.

L’écosystéme acide le plus étudié est le Rio Tinto en Espagne, qui a un pH inférieur a 2,
une concentration significative de metaux lourds et un degré étonnant de diversite

microbienne (Fardeau et al, 2005).

1.1.1.3. Les milieux psychrophiles

Le terme « psychrophile » désigne les personnes qui vivent dans des environnements a
basse température0°C et qui peuvent survivre dans une variété d'environnements (Dietrich et
al, 2023), y compris les régions arctiques, les glaciers pour les températures extrémement
froides et les océans profonds pour les températures modérément chaudes (environ 4 ° C). La
plage de température idéale pour les soi-disant bactéries psycho tolérantes serait comprise

entre 20 et 35 degreés.

1.1.1.4. Les milieux thermophiles et hyper thermophiles

Les températures de croissance idéales pour les procaryotes thermophiles et hyper
thermophiles sont respectivement de 60 °C et 80 °C (Forterr et al, 2007). Ces micro-
organismes se trouvent dans des environnements naturellement répartis géothermiquement qui

sont répandus sur toute la planete, et souvent liés a la zone tectonique active (Figure 1).
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Figure 1 :Vue d'ensemble des dép6ts hydrothermaux de sels chargés en métaux a Dallol
(Afar, Ethiopie) et riches en microorganismes (Grégory, 2016).

1.1.1.5. Les milieux piézophiles (barophiles)

La piézophilie est la capacité d’un organisme a croitre sous pression hydrostatique
(Yayanos, 1995). Le mot piézophile, anciennement barophile, provient du grec « piezo » pour
presser et « phile » pour aimer.

Zobell et Morita (1957) ont été parmi les premiers a tenter d'isoler les micro-organismes
adaptés a la croissance a des pressions élevées supérieures a 40 MPa (Meéga pascal). En
revanche, les microorganismes barotolérants présentent une croissance optimale a des
pressions inférieures a 40 MPa et fonctionnent bien a la pression atmosphérique (Yayanos et
al, 1979).

De tels micro-organismes peuvent résister a des pressions allant jusqu'a 130 MPa et ont
été découverts dans les grands sédiments marins de I'océan profond a des profondeurs de 10
500 metres (Irwin et Baird, 2004). Par exemple, Pyrococcus et Thermus (Abe et Horikoshi,
2001). D'autres micro-organismes peuvent pousser dans une variété d'environnements
extrémes, tels que les solfatares.

1.1.1.6. Les milieux halophiles

Les deux parties du mot "halophile™ sont "Halos = sel" et "Phil = amour". Le terme «
hyper saline » ou « sursaline » désigne les environnements ou le niveau de salinité est
supérieur a celui de I’eau de mer (35 g/l) | (DasSarma et DasSarma, 2017). Dans ces
environnements, on trouve un certain nombre de lacs de taille continentale dans les régions

semi-arides ou arides, les marécages de sel, et ceux qui ont été étudiés plus récemment

comprennent le Grand Lac Salé dans l'ouest des Etats-Unis et la Mer Morte au milieu du
Moyen-Orient (Toffin, 2020).
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En fait, la grande variété au sein des écosystemes terrestres de sel et d’hyper Salt refléte
la diversité de leurs propriétés. Ces propriétés sont principalement définies selon I’attention
totale en sel et la composition ionique (Rodriguez- Valera, 1993 ; McGenity et al, 2000 ;
Oren, 2002 et 2006). Les environnements hyper salins sont divisés en thalassohalin (climats
hyper salés qui ont pour origine de I’évaporation des eaux de mer dont leur composition
ionique est la méme) et athalassohalins (formée a partir des dépdts de sels dus aux
évaporations dans les eaux intérieures ; ils ne sont pas d’origine marine dont la composition
ionique differe de celle de I’eau de mer (Sylvie et al, 2008) (Figure 2).

Chott Melghir (Biskra)

Mer morte Lac Magadi

Figure 2: Exemples d’environnements hypersalins athalassohalins (Besse, 2016; Khallef,
2019 ; Menasria, 2020).

La figure 3 montre une vue aérienne de Gruissan avec les marais salants au centre de
I'image. En bas a gauche, vue d'un bassin de pré-concentration du sel. En bas a droite, gros

plan sur le tapis algo-bactérien rose qui tapisse le fond du bassin.
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[Phottgraphie

Figure 3: Les marais salants de Gruissan (Aude) et leur couleur rose caractéristique a
certaines saisons (Google Earth - Pierre Thomas, 2018)
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1.2.1. Les sols salins

A l'échelle mondiale, plus de 200 millions d'hectares de sols sont touchés par la

salinisation, ce qui correspond a environ 20 % de la superficie des terres cultivées. Il existe
diverses sources de sels qui contribuent a la salinit¢ (Abdelhafid, 2010). Les sols sont
considérés comme salins lorsqu'ils contiennent un exces de sels solubles, dont la plupart
comprennent des chlorures, des sulfates et des bicarbonates de sodium, de calcium et de
magnésium, avec pH inférieur a 8,5 et une électro conductivité supérieure a 4 dS.m-
1(Mindari et al, 2015).

Les sols salins ou sols halomorphes appelés aujourd'hui sols salsodiques couvrent de
vastes étendues de la planéte (Ghosh et al, 2019). lls sont présents naturellement dans les
zones climatiques tempérées, maritimes ou continentales, ainsi que dans les régions plus ou
moins arides. C'est la que I'évaporation dépasse les précipitations pluviales (Bouteyre et
Loyer, 1992). Selon le niveau de salinité atteint, La présence de ces sels et I’élévation
résultante de la pression osmotique de la solution du sol donnent lieu a la formation de
paysages uniques, soit occupes par une végetation naturelle halophytes (chotts), soit

dépourvus de toute végétation (sebkhas) (Loyer, 1991).

1.2.2. La salinisation des sols

Un sol est considéré comme salé si sa conductivité électrique est supérieure & 4 dSm-1
et si sa teneur en sodium échangeable est supérieure a 15% (Shrivastava et Kumar, 2015).
Le processus de salinisation est défini comme I'accumulation de sels a des niveaux nocifs sur
les surfaces du sol et dans les zones racinaires des plantes, souvent sous la forme d'un
mélange de cations (Na?*, K*, Mg?*, Ca®") et d'anions. (CI', SO,*, CO3%, HCO*) (Ghassemi
et al, 1995). Ainsi, une tension hydrique résulte de ces concentrations de sel élevees. Environ
20 % des zones irriguées et 6 % de la surface terrestre du monde sont affectés par la salinité,
ce qui constitue une menace sérieuse pour I’agriculture en réduisant la disponibilité des
nutriments pour les cultures Par exemple, le phosphate a une propension a précipiter avec le
calcium dans les sols salés, ce qui rend difficile pour les plantes de I'absorber (Singh et
Singh, 2013).

De plus, la salinité peut avoir un impact sur la photosynthese, les processus
métaboliques des graisses et la synthése des protistes (Rojas-Tapias et al, 2012). Ce
probleme n’est pas limité a I’accelération de la croissance et du rendement des plantes, mais
aussi a un déséquilibre de croissance des micro-organismes dans les régions rhizosphériques.

Cela affecte les relations symbiotiques entre les plantes et les micro-organismes et, dans
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certains cas, augmente la virulence des germes phytopathogénes présents dans la rhizosphere.
(Dikilitas et Karakas, 2012).

1.2.3. Sebkha
Le mot ‘sebkha’ est d'origine arabe et décrit une cavite fermée sous la forme

bassins dans les zones désertiques. 1ls ne sont remplis d'eau que pendant une courte période.
L’évaporation intense forme des dépdts de sel qui recouvrent le fond de ces dépressions,
dépourvue de végétation (ou le sel s'accumule). Sebkha représente un bassin qui occupe le
fond de la plaine est fortement salinisé et plus ou moins isolée du milieu marin, dans des
zones seches. Quant au terme de Chott ne décrit que le halo plus ou moins large entourant
Sebkha (Romanescu et al, 2013).

Cependant, il peut périodiguement déborder en raison du contact avec de tres petites
gouttelettes (cuvettes d’eau profonde) ou, a l'inverse, des infiltrations (cuvette d’eau peu
profondes). Dans les deux cas, une augmentation de la salinité est observée. lls sont

principalement situes en Afrique du Nord et au Moyen-Orient.

1.2.4. Origine et genese des sels

Un sol salin se développe généralement a la suite de I'accumulation des sels trés soluble
dans les couches de la surface, ce qui réduit la fertilité du sol (Souguir et al, 2013). Ce
processus dépend principalement de I'équilibre des eaux du sol et de la disponibilité des
sources de sel (Essinyton, 2004). Le processus de I’accumulation de sels minéraux solubles
dans le sol entraine des niveaux toxiques pour les plantes. Ces sels solubles sont un mélange
d'anions (CI', SO4%, CO3s*, HCO®) et de cations (Na*, K*, Mg?*, Ca®"). La salinisation
dessols peut étre causée soit par I’un des processus naturels : salinisation primaire ou étre
induite par des activités humaines : salinisation secondaire (Ghassemi et al, 1995).

- Salinisation primaire par les sels formés in situ lors de l'altération de la roche. Le transport

et le depbt de ces substances solubles dépendent de l'intensité et de la distribution des

précipitations, de la porosité du sol et d'autres propriétés de I'environnement naturel (Loyer,
1991; Chevery, 1995).

- Salinisation secondaire affectant plus de 76 millions d'hectares de terres dans le monde
(Ghassemi et al, 1995), est une réaction en chaine qui inclut I’irrigation inappropriée avec
une eau de mauvaise qualité (entrainant une dégradation chimique et physique des sols),
lessivage inadéquat, le drainage insuffisant, I’infiltration des canaux voisins et d’autres zones
(Badraoui et al, 1998 ; Chevery et Bourrier, 1998 ; Askri et al, 2003 ; Messahel et Meza,
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2003).

1.2.5. Répartition géographique des sols salés dans le monde et dans I’ Algérie

La salinisation touche environ de 1 milliard d’hectares dans le monde ce qui représente
autour de 7% de la surface terrestre de la planete, ils sont concentrés dans les zones a climat
aride et semi-aride (Sougueh-Cheik, 2021), ou le potentiel d'évaporation est élevé et les
précipitations limitées (environ 25% de la surface cartographiées en Algérie (Halitim,
1988). On les rencontre aussi dans les climats subhumides et méme humides (Durand, 1983
; Szabolcs, 1994). lls se rencontrent en Afrique, I’Europe, Amérique de nord et de sud ainsi
que tous les pays asiatiques sont concernés par le sel sauf la Turquie (Tableau 2).

Tableau 2 : Superficie affectée par la salinité dans le monde (FAO, 2008).

Région Superficie
(millions d’hectares)

Afrique 80,5

Europe 58,8

Amérique de Sud 129,2

Amérique de Nord 15,7

Australie 357,3

Mexique et Amérigue centre 2

Asie et Sud Est 20

Asie de centre et de Nord

Asie de sud

Total

1.2.6. Répartition de Sebkha en Algeérie

Plus de 20 “des sols irrigués sont affectés par des problémes de salinisation (Douaoui et
Hartani, 2008). Ces terrains salins s’étendent sur de vastes surfaces. Selon I'étude de
Houerou en 1993, les sols salins se répartissent au nord et au sud.

En Algérie, sept chotts et sebkhas ont été recueillies aseptiquement a différents endroits

du Sahara algérien. Nous avons trouvé :




Chapitre I : Données bibliographiques Les sols salins

- Chott Melghir (Biskra) au nord-est du Sahara en Algérienne.
- Sebkha Ezzmoul (Ain M’Lila) au nord-est de I'Algérie,

-Sidi Ameur (Bousaada).

- Sebkha EI-Goléa (El Menia) au centre du Sahara algérienne et au sud-ouest de I'Algérie.
- Sebkha Adrar au nord et Sebkha Illizi (Bordj Omar Idris) au sud-est.

- Au sud-est des régions Illizi, Ouargla et Biskra Au Nord-Est.

- En particulier dans la région située les Wilayas de M'sila, Sétif, Batna, Oum EIl Bouaghie,

Annaba et Taref.
1.2.7. Influence des sels sur les communautés microbiennes des sols

Fréquemment, les micro-organismes dans leurs territoires naturels sont exposes a des
variations de pression osmotique du terrain environnant. En effet, la salinité élevée du terrain
peut interférer avec la croissance et I’activité des bactéries (Rabhi, 2011).

Dans le cas ou la salinité du terrain diminue, il y’ aura accumulation de la matiere organique
non dégradée, ce qui agit négativement sur la disponibilité des nutriments nécessaires a la

croissance des plantes (Zahran, 1997). Et dans le cas ou il y a addition de ce facteur, cela

peut engendrer une révision de la disponibilité de I’eau a la cellule (Csonka, 1989).
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1.3.1. Diversité phylogénétique des halophiles

Les milieux a forte salinité se caractérisent par une importante diversité phylogénétique
appartenant aux trois domaines de la vie (Oren, 2002). Les eucaryotes sont moins fréquents
que les procaryotes dans ces environnements, qui sont dominés par des organismes du
domaine Prokaryota tels que les bactéries et les archées. Cependant, il existe certains
organismes qui sont fréqguemment trouvés dans les habitats halophiles, tels que les
champignons photosynthétiques, les protistes, les hétérotrophes et les crustaces. En outre,

dans les environnements hypersalins sont pris en compte les virus qui jouent un role dans la

dynamique des populations (Singh et al, 2017).
L'arbre phylogénétique comprend une variété de microorganismes appartenant a divers

genres, familles et ordres avec une variété des besoins et une tolérance en sel, et des
organismes halophiles et non halophiles se trouvent ensemble.

Il y a trois domaines de la vie ou les organismes halophiles peuvent étre trouvés : Archaea,

Bacteria et Eucarya (Figure 4).
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Figure 4 : Arbre phylogénétique universel basé sur le séquencage du gene d’ARNTr (16S).
Adaptée par Edbeib et al, (2016). Les branches dans lesquelles des bactéries halophiles et
halotolérantes ont été décrites (Les microorganismes qui se développent bien a des

concentrations en sel supérieures a 100g/l sont indiques en gras.
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1.3.1.1. Eucaryotes halophiles

La présence des microorganismes halophiles dans le domaine Eukarya est rare. La
majorité des eucaryotes halophiles sont modérés ou halotolérants, mais certaines especes
extrémement halophiliques ont été identifiées (Oren, 2004). Les espéces hypersalines
planctoniques les plus couramment observées sont les algues vertes unicellulaires Dunaliella
salina et D. parva, qui peuvent étre trouvées dans un large eventail de concentration de sel
allant de 9 a 250 g/L (Esmaeili Dahesht et al, 2010 ; Oren, 2020). La communauté fongique
isolée est représentée par des especes tell que Debaryomyces hansenii, Hortaea werneckii, et
Wallemia ichthyophaga (Gunde-Cimerman et al, 2009) mais les protozoaires les plus
intensément caractérises appartiennent aux genres Heterolobosea, Bicosoecida et Ciliophora
(Park et Simpson, 2015 ; Harding et Simpson, 2018).

1.3.1.2. Archaea halophiles

Dans le phylum Euryarchaeota, les archées de la classe des Halobacteria forment un
groupe phylogénétiqguement cohérent qui ne contient que des halophiles. La classe est
maintenant divisée en trois ordres (Halobacteriales, Haloferacales et Natrialbales) et six
familles  (Halobacteriaceae, = Haloarculaceae, = Halococcaceae, Haloferacaceae,
Halorubraceae et Natrialbaceae) (Oren et al, 2017).

On pense généralement que les halobactéries sont des hétérotrophes aerobies qui utilisent des
sources simples de carbone organique. Certains peuvent croitre par respiration anaérobie ou
par fermentation, et la présence de la bactériorhodopsine, peut favoriser un mode de vie
photohétérotrophique (Andrei et al, 2012). Récemment, il a été proposé que les membres des
halobactéries puissent utiliser des composés contenant de I’arsenic pour des processus

bioénergétiques (Ordoriez et al, 2018).

1.3.1.3. Bactéries halophiles

Le domaine Bacteria contient les halophiles les plus divers représentés principalement par
des especes qui sont halotolérantes et modérées plutdt que des halophiles extrémes (Anton et
al, 2002). Elles sont contenues dans 5 phyla : Proteobacteria, Firmicutes, Actinobacteria,
Spirochaetes et Bacteroidetes (Haba et al, 2011).

Cependant, la majorité des bactéries halophiles modérées peuvent étre soit facultativement
Gram positif ou Gram négatif, hétérotrophes, aerobies ou anaerobies facultatives. L’un des
principaux groupes du domaine Bacteria est les actinobactéries (Subramani, et Sipkema,

2019). Ces bactéries sont répandues dans divers habitats, y compris les déserts, les marais
14
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salants, les mines de sels, les sols salins, les lacs et étangs hypersalins. De plus, de
nombreuses especes d’actinobactéries halophiles, en particulier celles qui sont halotolérantes
ont été citées dans la littérature notamment des espéces halophiles du genre Amycolatopsis,
Micromonospora, Haloactinopolyspora, Haloglycomyces, ainsi que Glycomyces (Tang et al,
2010 ; Guan et al, 2011 ; Mohammed et al, 2018). Cet organisme partage de nombreuses
caractéristiques avec ses homologues archeens halophiles qui vivent dans les mémes habitats
hypersalins, et nécessite des niveaux de salinité aussi élevés que la plupart de I’Archée
halophile (croissance optimale a une concentration saline de 200-300 g/l).

1.3.2. Définition des bactéries halophiles

Les bactéries halophiles sont des bactéries qui peuvent survivre et se développer dans des
conditions de salinité tres élevée que d'autres organismes seraient impossibles de tolérer. Elles
appartiennent aux bactéries extrémophiles, qui sont celles qui peuvent prospérer dans des
conditions extrémes) (Ramirez et al, 2004).

Elles sont capables d'équilibrer la pression osmotique du milieu et de résister a I’effet de
la dénaturation provoqué par le sel (Grant et al, 2001). Ces bactéries, elles incluent une
grande diversité d’organismes, comme les bactéries aérobies modérément halophiles, les
cyanobactéries, les bactéries sulfo-oxydantes, les bactéries heétérotrophes, les bactéries
anaérobies ...etc.

Les caractéristiques les plus importantes des bacteries halophiles sont :

-Ce sont des organismes unicellulaires et bactériens.

-Elles possédent généralement des pigments rouges ou violets pour absorber la lumiére du
soleil.

-Elles peuvent faire de la photosynthese.

-Elles sont osmorégulées dans leurs membranes et leur cytoplasme : cela les empéche de se
décomposer a cause des changements de sel.

Les micro-organismes halophiles sont une source de biomolécules aux fonctions,
propriétés et structures variées et originales qui sont exploitées dans de nombreuses

applications biotechnologiques et font pour la plupart partie de notre quotidien.

1.3.3. Habitat des bactéries halophiles

Les habitats hypersalins se sont formés au cours d'une longue période de I'histoire de la
Terre. lls se caractérisent par une faible diversité microbienne (Rodriguez Valera, 1993;
Ventosa et Nieto, 1995).
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Les bactéries halophiles sont présentes la ou il y a de fortes concentrations de sel, dans
les lacs hypersalins (Oren, 2011) comme les Grands Lacs Saumatres dans I'Ouest américain,
le Lac Rose au Sénégal, la Mer Morte et les sols salins dans certains endroits inattendus ainsi
que la saumure au fond de la mer, chez les plantes qui sécrétent du sel par leurs feuilles, les
marais d'Afrique du Nord, les marais salants d'Espagne, de France, les mines de sels ou la
salinité est bien supérieure a celle des océans (3,5 % de Na Cl). La majorité de ces zones se
trouvent dans des endroits secs et chauds. De tels écosystémes a forte salinité existent a
n'importe quel endroit du monde, les halophiles sont donc une espéce cosmopolite (Roza
Maria Camacho Ruiz ,2019).

Ces especes peuvent vivre aussi sur les dép6ts de sel et les produits alimentaires fermentés
au sel tels que les sauces de poisson, les peaux d'animaux, etc... La diversité des bactéries
vivant dans ces biotopes dépend principalement de la salinité, de la solubilité en oxygene, de
la solubilité ionique, de I'hnumidité ,de la température, de la structure ionique et dans certains
cas le pH.

1.3.4. Classification des bactéries halophiles

Plusieurs classifications basées sur les besoins et les tolérances au sel des halophiles
peuvent étre rencontrées, car il existe une variété de concentrations qui influencent la
croissance microbienne, pouvant étre ainsi optimales pour certains ou minimales voir
maximales pour d'autres (Oren, 2002). Donner alors une définition par un intervalle précis de
ce gu'est un halophile est impossible (Oren, 2008).

En 1962, Larsen a défini 3 catégories de bactéries halophiles (Figure 5) qui sont :
» Faiblement halophiles : ont une croissance optimale dans des milieux ayant une
concentration en sel allant de 1 a 6% (p/v).
* Halophiles modérés : ont une concentration en sel allant de 3 a 15% (p/v).
* Halophiles extrémes : ont une concentration en sel allant de 15 a 30% (p/v).
Par ailleurs, les bactéries halotolérantes acceptent des concentrations modérées en sels mais

non obligatoires pour leur croissance.
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Figure 5 : Différents groupes de microorganismes halophiles (Larsen, 1962)

Mais actuellement, la classification la plus rencontrée et la plus utilisée est celle de
Kushner et Kamekura (1988) qui ont défini 5 groupes de microorganismes halophiles

(Tableau 3) qui sont classés selon leurs exigences en sel pour une croissance optimale.

Tableau 3: Classification de microorganismes halophiles basée sur la tolérance au sel
(Kushner et Kamekura, 1988).

Nom Tolérance au sel (NaCl)

Non halophiles 0,2 M (approx. 1%)

Halophiles légers 0,2-0,5 M (approx. 1%-3%)

Halophiles modérés 0,5-2,5 M (approx. 3%-15%)

Halophiles a bord extrémes 1,5-4,0 M (approx. 9%-23%)

Halophiles extrémes 2,5-5,2 M (approx. 15%-32%)

1.3.5. Méthodes d’adaptation des bactéries halophiles

Selon Berregui et Bireche (2014) les microorganismes halophiles et halotolérants
utilisent différents mécanismes pour une meilleure adaptation a la pression osmotique exercée

par la trés haute salinité du milieu. Deux principales stratégies sont employées par différents

groupes de microorganismes.

1.3.5.1. Adaptation a la salinité par la production d’osmoprotecteurs

L’une des stratégies utilisees par les microorganismes pour atteindre I’équilibre

osmotique au sein de milieux tres salés (Gunde-Cimerman et al, 2018) L’adaptation est
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basée sur I’expulsion des sels du cytoplasme et I’accumulation de solutés organiques, ces
derniers peuvent étre des acides aminés, des sucres, des polyalcools et des ectoine (acides
aminés cycliques) (Berregui et Bireche, 2014). Comme on peut trouver la glycine betaine
(GB) qui est une molécule osmoprotectrice la plus puissante. Elle est fréqguemment accumulée
par de nombreux microorganismes halophiles (Rabhi, 2011). Dans ce cas, les
osmoprotecteurs peuvent étre des solutés compatibles inoffensifs, comme ils pourraient jouer
un réle protecteur actif interagissant avec les protéines et les protegent de cette facon de
I’action destructrice due a I’osmolarité (Papageorgion et Murata, 1995).

1.3.5.2. Adaptation a la salinité par accumulation de KCI

Cette stratégie est adoptée par des groupes de bactéries halophiles anaérobies et aérobies.
IIs accumulent essentiellement du KCI. L’exclusion du Na* du cytoplasme se fait grace a un
antiport Na*/H", localisé au niveau de la membrane cytoplasmique. Généralement, les ions K*
entrent passivement via un systéme uniport sous I’impulsion du potentiel de la membrane. Ce
systeme revient a remplacer une partie du sodium cellulaire par du potassium. Des systemes
multiples de transport actif des ions K* (Oren, 2001 ; Oren, 2002 ; Grant, 2004).

1.3.6. Diversité métabolique de microorganismes halophiles et halotolérants

Le schéma global des réactions biochimiques d’une cellule est appelé métabolisme.Tous
les organismes cellulaires ont un processus métabolique unique. C’est une série de processus
de décomposition (catabolisme) et de synthese organique (anabolisme). Les nutriments sont
utilises par les cellules et les transforment pour fournir I'énergie dont elles ont besoin pour
leur croissance et leur reproduction. Elles stockent une partie de I’énergie présente dans ces
substances dans un état assimilable ainsi que les composants nécessaires a la synthése de
macromolécules puis avant d’éliminer les déchets.

La diversité métabolique des microorganismes halophiles et halotolérants est
significative dans la nature (Oren, 2008). Des exemples de ces microorganismes comprennent
une variété d’Archaea hétérotrophes et méthanogénes comme exemples tous les membres de
la famille Halobacteriaceae sont des chimiohétérotrophes et la grande majorité sont des
aérobies.Il 'y a plusieurs caractéristiques physiologiques des bactéries halophiles et
halotolérantes, y compris les lithotrophes photosynthétiques | et hétérotrophes. Les
eucaryotes sont souvent photosynthétiques et hétérotrophes (Jiang et al, 2006).

La plupart des processus microbiennes qui se produisent a faibles concentrations de sel
peuvent étre effectués a des concentrations élevées. Cependant, certains processus qui ont
été observés dans des environnements moins salés n’ont pas encore été observées dans des
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milieux avec des concentrations élevées de sel . Des exemples de ce processus comprennent

la nitrification et la formation du méthane a partir du CO; et H, et de I’acétate.
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1.4.1. Définition

Les bactéries gram positives appartenant a la famille des Bacillaceae servent de
représentants du genre Bacillus. Ce sont des aérobies, aéro-anaérobies facultatifs qui
obtiennent  leur énergie par respiration ou fermentation. La majorité des bactéries de ce
groupe ont la capacité de produire des spores (éléments sphériques a paroi épaisse), ce qui
leur donne la posibilité de résister a des conditions environnementales difficiles telles que la
déshydratation , y compris les températures élevée, l'absence des nutriments ou a la

dessiccation.

1.4.2. Taxonomie

Le genre Bacillus est largement répandu dans la nature, et leur taxonomie a été
auparavant axée sur leurs traits morphologiques, biochimiques et physiologiques ainsi que
leur capacité de sporulation (Bron et al, 1999). 1l appartient a la famille des bacillaceae, ordre
des bacillales, classe des bacilli, phylum des firmicutes. La premiére étude taxonomique
complété sur le genre Bacillus a été publié par (smith et al, 1952), elle est basé sur une
comparaison entre 1134 isolats qui représentent collectivement plus de 150 especes.
De nombreuses especes qui ont été initialement classées comme Bacillus ont été transférées a
d’autre genres apparents. Néanmoins, le genre Bacillus, qui comprend plus de 200 éspéces ,

est toujours consideré comme I’un des plus grands genres (Zhang et al, 2009).

1.4.3. La classification

La classification couramment utilisée est basée sur la localisation des spores et la
morphologie. Elle divise le genre Bacillus en 03 groupes :
Groupe | : composé de bacilles a Gram positif avec des spores centraux ou terminaux,
sphérique ou ovoide qui ne déformant pas la cellule. Ce groupe est divisé en 02 sous-groupes ;
le groupe 1A qui comprend les bacilles ayant un diametre supérieur a 1 um et contenant B.
anthracis, B. cereus, B. megaterium, B. mycoides, B. thringiensis, B. pseudomycoides et B.
weihenstephanensis ; et le groupe IB rassemblant les Bacilles d’un diamétre inférieura 1 um :
B. coagulans, B. firmus, B. licheniformis, B. subtilis et B. pumilus.
Groupe 11 : il est composeé des espéces a Gram variable présentant une spore ovoide, centrale
ou terminale, déformante tell que B. circulans, B. stearothermophilus ....
Groupe 11l : composé de bacilles a Gram variable et présentant une spore sphérique,

déformante, terminale ou subterminale : B. fusiformis, B. Globisporus....
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1.4.4. Caractéres bactériologiques

Le genre Bacillus désigne un groupe de bactéries hétérogénes qui sont sporulées, gram
positif ou gram négatif avec des extrémités arrondies , et ont un forme de batonnets droit ou
legerement courbés, avec un taille variable (de 0,5 x 1,2 um jusqu’a 2,5 x 10 um), a
I’exception des membres du Bacillus cereus qui ont des cotés carrées, d’une longueur
comprise entre 0.9 et 10.0um.Ces bactéries sont immobiles ou mobiles par des flagelles
péritriches, aérobies ou anaérobies facultatives, tandis que certaines espéces peuvent étre
anaérobies strictes. Elles peuvent produire des endospores qui sont resistants a différentes
conditions, y compris la température, le rayonnement, les désinfections et la dessiccation...
(De Vos et al, 2009).

Ces bactéries peuvent étre trouvées isolées, en paires ou en chainettes. Elles sont catalase
positive, et ont la capacité de se développer sur des milieux communs tel que la gélose
nutritive. La morphologie de leurs colonies varie considérablement au sein et entre les
especes. Cette morphologie est influencée par la composition du milieu de culture et les
conditions d’incubations. Cepondant, malgré cette diversité, il n’est pas difficile d’identifier
des colonies du genre Bacillus (De Vos et al, 2009) (Figure 6).

Figure 6: Caractéristiques morphologiques des Bacillus (A: Cellules végétatives, B: Spores)
(Cheikh-Rouhou, 2006).

1.4.5. Les caractéres physiologiques
Des caracteres physiologiques impressionnants peuvent étre trouvees dans le groupe des
Bacillus . lls peuvent décomposer la majorité de la matiere organique animale ou végétale
(cellulose, amidon, proteines, hydrocarbures...) en produisant des enzymes extracellulaires.ll
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peuvent également produire des antibiotiques peptidiques, des molécules peptidiques de
signal. lls sont hétérotrophes, nitrifiants, denitrifiants, fixateurs d'azote, récepteurs de fer,
oxydants le sélénium, oxydants et réduisants le manganése.

Ces microorganismes ont des capacités extraordinaires qui leur permettent de survivre
dans des environnements extrémes,elles peuvent étre thermophiles, psychrophiles,
acidophiles, alcalophiles, halotolérants ou halophiles (Awais et al, 2007) et ils peuvent
pousser a des niveaux de pH, de température et de salinité ou peu d'autres organismes
peuvent survivre. Elles sont chimio-organotrophes ou chimio-lilthotrophes, certaines especes
sont prototrophes et d’autre auxotrophes nécessitent des facteurs de croissance (De Vos et al,
2009) . Nous savons tres peu de choses sur I’écologie du Bacillus en raison de cette variabilité

physiologique.

1.4.6. Habitat

Les bacteéries telluriques connues sous le nom de Bacillus sont répandues dans la nature,
en particulier dans le sol, ou ils jouent un réle dans les cycles de carbone et de I’azote
(Turnbull et Kramer, 1995). Les bactéries qui peuvent étre isolées du sol, de I'eau de mer,
de I’eau douce ou des déchets alimentaires sont assez courantes en raison de la résistance aux
spore et de la diversité physiologique des formes végétatives (Tortora et al, 2003). Elles
peuvent également étre trouvés dans I’air ou ils peuvent occasionnellement contaminer les
cultures en boites de Pétri lors d’expériences de microbiologie lorsque les consignes
d’ensemencement ne sont pas suivies exactement (Camille, 2007).

La variété phénotypique environnée des membres de Bacillus est étonnante, ils prospérent
dans des environnements extrémes et sont repartis selon les facteurs physiques (pression,
température...) ou chimiques (acidite, salinité...) et méme le systeme immunitaire de
nombreux d’animaux n’empéche pas la croissance de certains membres (Maughan et
Vander Auwer, 2011).

1.4.7. Le pouvoir pathogéne

Etant donné que I’épidémiologie de certaines maladies dépend de la sporulation, la
résistance aux spores est un probléeme médical important. Dans le contexte industriel (Logan
et al, 1999) (industries agro-alimentaires, industries du médicament, production de matériel
stérile a usage unique), les problemes causés par I’adhésion des spores s’ajoutent au
phénomeéne de résistance.

Un petit nombre d‘espéces du genre Bacillus est nocive pour I'Homme. L'agent causal de

I'anthrax, parfois connu comme la maladie du carbone, est Bacillus anthracis (Prieur, 2008).
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Cette bactérie ce distingue par sa capacité a étre nocive pour les humains et les animaux. La
synthese d'une capsule qui rend les bactéries résistantes a la phagocytose et la sécrétion d'un
toxin puissant sont responsables de la pathogénicité de B. anthracis (Prieur, 2008). Bacillus
cereus, d‘une autre part est son role dans I’intoxications alimentaires (Organji et al, 2015).
Elle provoque la contamination des aliments et occasionne deux types de maladies distinctes
en fonction de la toxine g’elle produit : la vomitoxine et une entérotoxine (Louami, 2012)

D'autres souches de ce genre, bien que non pathogénes pour I’lhnomme , sont pathogéniques
pour certains groupes d'insectes ou de parasites: elles sont utilisées par I’industrie agricole

dans la lutte biologique (Krieg et al, 1981).

1.4.8. Les Rhizobactéries promotrices de la croissance des plantes (PGPR)

Le terme PGPR « Plant Growth Promoting Rhizobacteria » qui est dérivée de I’anglais,
se réfere aux bactéries qui influencent positivement la Croissance et le développement des
plantes de diverses manieres (Abnatura, 2013). Leur abondance dans le sol s’explique par
leur multiplication rapide et leur capacité a utiliser une grande variété de substrats comme
source d’énergie et de matériaux riches en nutriments.). Généralement, ce sont des
microorganismes du sol tres compétitifs qui peuvent coloniser les systemes racinaux des
plantes riches en matériaux nutritifs.

Selon leur relation avec leurs plantes hotes, les PGPR sont divisés en deux groupes
principaux : les bactéries libres (non rhizosphériques), celles qui vivent dans le sol et ne
dépendent pas les exsudats de racines pour leur croissance, et les bactéries symbiotiques qui
ont un impact direct sur les constituants organiques de la racine. Les types les mieux étudiés
de PGPR sont : Arthrobacter, Enterobacter, Bacillus, Micrococcus, Pseudomonas et
Rhizobium qui favorisent la croissance des plantes par des mécanismes directs et/ou indirects
(kloepper et al, 1999, Barraquio et al, 2000 ; Ahmad et al, 2008 ; Wang et al, 2014).

1.4.8.1. Mécanismes impliqués dans la stimulation de la croissances des plantes par les
PGPR

Gréce a un certain nombre de mécanismes, notamment la solubilisation des minéraux, I’apport
d’éléments nutritifs, la stimulation de la croissance des racines (Martinez- Viveros et al,
2010), la synthése d’enzymes hydrolisantes, I’élimination des agents phytopathogenes par la
compétition et I’induction des mécanismes de défense des plantes (Antoun et Prévost, 2005),
les PGPR ont un impact sur la santé et la productivité des plantes. Ces mécanismes,
directement ou indirectement, affectent la croissance des plantes (Kloepper, 1993 ; Glick et
al, 1999 ; Vessey, 2003 ; Martinez- Viveros et al, 2010).
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1.4.8.1.1. Les mécanismes directs

Il existe plusieurs processus qui peuvent entrainer une stimulation directe de la croissance
des plantes.

1.4.8.1.1.1. La fixation d’azote

Le facteur de limitation le plus commun est I’azote, qui est un aliment essentiel bien

connu pour la croissance et le développement des plantes. Il se trouve souvent sous forme
gazeuse (N2), inaccessible aux plantes et aux animaux. Les PGPRs qui sont les plus connus
pour leur capacité a fixer I’azote atmosphérique comprennent : Azoarcus sp., Burkholderia
sp., Gluconacetobacter diazotrophicus, Herbaspirillum ; Azotobacter Paenibacillus et
Azospirillum brasilense, qui utilisent un systeme enzymatique élaboré connu sous le nom de
nitrogenase pour convertir l'azote atmosphérique en ammoniaque (Weyens et al, 2010 ;
Arora et al, 2012).

1.4.8.1.1.2. Solubilisation du phosphate

Le phosphore est le deuxieme élément le plus important apres I’azote, c’est un nutriment
essentiel pour la croissance et la productivité des plantes puisque les plantes ne peuvent
absorber que ses formes solubles mono- et dibasiques. Il joue un réle fondamental dans les
processus métaboliques et il est présent sous forme insoluble, immobilisé et précipité. En
outre, les microorganismes solubilisant le phosphate sont abondants dans le sol et la
rhizosphere de la plupart des plantes, ils transforment les phosphates insolubles en forme
soluble, libérant le phosphate lié a la solubilisation et & la minéralisation. Ceci est réalisé par
I'acidification, la chélation et la production d'acides organiques tels que I’acide gluconique.
Les espéces bactériennes Arthrobacter, Bacillus, Enterobacter, Pseudomonas, Rhizobium,
Rhodococcus et Serratia sont capable de solubiliser le phosphate dans le sol (Arora et al,
2012 ; Bhattacharyya et al, 2012 ; Gupta et al, 2015).

1.4.8.1.1.3. La production de sidérophores

L’un des oligo-éléments les plus cruciaux pour la croissance microbienne, le fer agit
comme un régulateur global de plusieurs processus cellulaires, métaboliques et
biosynthétiques. Les bactéries aérobies produisent des métabolites secondaires connus sous le
terme de sidérophores lorsqu’elles soumises & un stress. Bien que les champignons
phytopathogenes produisent des sidérophores, ils ont géneralement une faible affinité pour le
fer que celles produites par les PGPRs (Schippers et al, 1987 ; Briat ,1992 ; Ratul, et al,
2012).
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Les sidérophores fixent le fer ferrique (Fe**) et le transforment en sa forme soluble qui est le

fer ferreux (Fe?"). 1ls sont également utilisés dans la lutte biologique contre les champignons
phytopathogénes en s’appropriant des ions ferriques présents dans la Rhizosphere, ils les
rendent non disponibles aux champignons pathogenes, ce qui provoque une diminution de

leur croissance (Glick et Pasternak, 1998 ; Ongena et al, 2002).
1.4.8.1.1.4. La production de phytohormones

Deux sources naturellement de phytohormones sont disponibles pour les plantes :
synthese endogéne par les tissus végétaux et exogene par des micro-organismes associés.
L’AIA (Acide indole acétique : auxines), l'acide gibbérellique et les cytokinines sont parmi
les phytohormones produites par les PGPR. Les processus biochimiques, physiologiques et
morphologiques des plantes sont influencés par des petites molécules de signaux produites a
des concentrations extrémement faibles (Han et al, 2005 ; Baca et Elmerich, 2007 ;
Kloepper et al, 2007 ; Martinez-Viveros et al, 2010).

L'auxine joue un réle dans un certain nombre de processus, y compris la division
cellulaire, la différenciation et le développement des faisceaux vasculaires, et a un impact
positif sur le début de I’allongement et de la ramification des racines. Elle améliore
I'absorption des minéraux et de I’eau (Patten et Glick, 2002 ; Ahmad et Kibret, 2013 ;
Gupta et al, 2015). Les cytokinines et les gibbérellines impliquées dans la I’altération de la
morphologie des plantes et la stimulation de la croissance de la partie aérienne (Van Loon,
2007). Les Gibbérellines ou (acide gibbérellique) affectent un large éventail de processus de
reproduction des plantes et retardent le vieillissement de leurs fruits et feuilles. Les
cytokinines se trouvent dans les racines, les tiges, les feuilles, les fleurs, les fruits et les
graines, mais des preuves convaincantes suggerent que la racine est le site principal de la
biosynthése de cytokinines (Hopkins, 2003 ; De Salamone et al, 2005).

1.4.8.1.2. Les mécanismes indirects
Elles se produisent par :

1.4.8.1.2.1. La compétition

Les PGPRs utilisent un mécanisme biologique appelé la compétition pour les nutriments
et I’espace pour éliminer les phytopathogénes. Cette compétition entre deux ou plusieurs
microorganismes affecte soit les composants nutritionnels, l'espace ou d’autres facteurs
environnementaux qui deviennent limitants pour leur croissance (Dommergues et Mangenot,

1970 ; Syed et Prasad, 2017). L'interaction entre les bactéries bénéfiques et les agents
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pathogénes est influencée par la densité et lintensitt de l'activité
rhizobactérienne  (Jijakli, 2003 ; Podile et Kishore, 2006). Cela signifie qu’un
antagoniste efficace doit étre un colonisateur agressif capable d’utiliser rapidement

et efficacement les nutriments présents en faible concentration dans le sol.
1.4.8.1.2.2. L’ antibiose

L’un des mécanismes utilisés par les PGPRs pour prévenir les attaques pathogenes est la
production d’antibiotiques. C’est la stratégie utilisée par les agents de la lutte biologique qui a
recu la plus grande recherche (Jijakli, 2003). 1l implique la création d’antibiotiques efficaces
utilisant la substance antagoniste contre le pathogéene. Ces molécules bioactives sont des
métabolites secondaires a faible poids moléculaire tels que les antibiotiques comme
I'amphicine, le 2,4 diacétylphloroglucinol (DAPG), cyanure d’hydrogene (HCN) et la
phénazine, agissent comme inhibiteurs de I’attaque des agents pathogenes (Corbaz, 1990 ;
Babalola, 2010 ; Syed et Prasad, 2017). Certains métabolites interférents avec la
germination, la croissance mycélienne et/ou la sporulation des phytopathogénes ; en
conséquence, ces molécules bioactives ralentissent ou arrétent la croissance de l'agent
pathogene (Jijakli, 2003).

1.4.8.1.2.3. Le parasitisme

Ce mécanisme de lutte implique une interaction directe entre deux microorganismes ou
lestissus vivants de I’un servent de base nutritionnelle pour I’autre (Helluy et Holmes, 2005).
Il implique le microorganisme envahissant les cellules pathogénes. L'agent antagoniste
utilisera des enzymes lytiques telles que les glucanases, les chitinases et les lysozymes pour

décomposer les parois de I'agent pathogene (Corbaz, 1990).
1.4.8.1.2.4. La Résistance systémique induite « ISR »

En raison des interactions avec des rhizobactéries non pathogénes spécifiques au cours
d'un phénoméne connu sous le nom de ISR (Induced Systemique Resistance), les plantes
peuvent commencer a exprimer des mécanismes de défense systémiques qui les rendent plus
résistants aux attaques potentielles d'agents pathogéniques. (Virus, bactéries et champignons).
De nombreux composants bactériens, y compris les lipopolysaccharides (LPS), les
sidérophores et les lipopeptides Cycliques, peuvent provoquer une résistance systémique des
plantes (Gupta et al, 2015 ; Syed et Prasad, 2017).
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1.4.8.1.2.5. La production d’enzymes hydrolytiques

Les PGPR utilisent I'amélioration de la croissance par l'activité enzymatique comme
mécanisme. Ces enzymes jouent un réle important dans le processus global de dégradation de

la matiére organique dans les écosystemes, protégeant les plantes des stresses biotiques et

abiotiques. Selon ( Nadeem et al, 2013), certaines enzymes comme les chitinases, les lipases,

les phosphatases et les protéases peuvent étre produites par des rhizobactéries qui favorisent la
croissance des plantes.
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Les zones humides en Algérie occupent des superficies variables, principalement situées
a I'Est. Ce complexe humide est constitué principalement de lacs, de marais, de chotts et de
sebkhas. Les sebkhas se forment lorsque les eaux des lacs s'évaporent, laissant derriére elles
des dépots de sels. Dans le cadre de cette étude, la sebkha de Bordj Omar Idriss, situé au
niveau de la wilaya de Illizi a été choisie comme site de notre étude.

Le présent travail est réalisé au sein de laboratoire pédagogique de Biotechnologie
Microbienne, de Département de Biologie, Faculté des Sciences, Université de M’hamed
Bougara de Boumerdes. Ce dernier a pour objectif I’isolement et la caractérisation
biochimique et physiologique des bactéries halotolérantes isolées a partir des sols salins
prélevés a partir de la sebkha de Bordj Omar Idriss ainsi que le screening des activités

enzymatiques des souches bactériennes isolées.

11.1. Présentation de la région d’étude
La situation géographique de la région du Bordj Omar Driss et les facteurs écologiques

qui caractérisent cette région, sont cités ci-dessous.

11.1.1. Situation géographique

La région de Bordj Omar Driss située dans le Sahara algérien, au Nord-Est et Est du
grand erg oriental (26°33’N ; 8°29°E), de la wilaya d'lllizi occupe une superficie de
82406Km. Cette region et limitée au Nord par un grand erg oriental, et a I’Ouest et au Sud par
un relief dunaire de Tifernanine et Hamada de Tinghert (C.E.R.U.C, 1996) (Voir figure 7).
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Figure 7 : Situation géographique de la région Bordj Omar Driss.
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11.1.1 Facteurs écologiques

Tels que ; le type de sol, le relief, I’hydrogéologie et les facteurs climatiques sont les

composants des facteurs abiotiques de la région du Bordj Omar Driss.

11.1.1.1. Le Sol
Le sol de la région de Bordj Omar Driss présente les caracteristiques typiques des régions

sahariennes. Il s'agit d'un sol pauvre en matiére organique, avec une texture sableuse et une

structure qui se caractérise par une perméabilité a I'eau tres élevée (C.E.R.U.C, 1996).

11.1.1.2 Le Relief

D’aprés (C.E.R.U.C, 1996), la topographie de la région de Bordj Omar Driss se compose
de deux ensembles distincts. Le premier ensemble est constitué de plateaux qui présentent une
surface relativement plane, mais fortement entaillée par un réseau complexe de vallées. Le
deuxiéme ensemble est formé de regs (plaines caillouteuses) et d'ergs (dunes de sable)
composeés de gres et de rochers du socle. Ces formations rocheuses donnent lieu a des pentes

tres abruptes et se transforment en falaises, créant ainsi diverses contraintes géographiques.

11.2. Matériel utilisés
11.2.1. Matériel non biologiques

Le matériel utilisé pour la réalisation de notre expérimentation (milieu de culture,
verreries et appareillages) sont représentés au niveau de I’annexe 1.
11.2.2. Matériel biologiques

Le sol, issues de la sebkha de Tinghert de Bordj Omar Idriss, située au niveau de la
wilaya d’lllizi.
11.3. Méthodes
11.3.1. Echantillonnage

Trois échantillons de sol de la sebkha de Tinghert a Bordj Omar Driss ont été prélevés. Les

prélevements ont été réalisés en janvier 2023, collectés a partir des bords de Sebkha a une

profondeur de 10 a 15 cm, dans des flacons en verre stérile de 250ml. Les échantillons ont éte

ensuite transportés au laboratoire dans une glaciére et conservé a 4°C jusqu’a leurs utilisation
(Figure 8).
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Figure 8: La Sebkha de Bordj Omar Driss : a- site de prélevement b : sol préleve.
11.3.2. Isolement de souches bactériennes

L’isolement des bactéries est effectué par la méthode de suspensions-dilutions selon le

protocole suivant :

11.3.2.1. Préparation des dilutions
Aprés tamisage et broyage de sol, 10 g de chaque échantillon est pesé puis additionné

de 90 ml d’eau physiologique stérile. La préparation est soumise a une agitation a I’aide
d’un vortex pendant 10 minutes pour I’obtention de la suspension meére. Ensuite, des tubes a

essais contenant 9ml de I'eau physiologique stérile sont préparés. Des séries de suspension /

dilution au 1/10 ®™ sont réalisées jusqu’au a I’obtention de la dilution 107,

11.3.2.2. L’ étalement :
100 ul de chaque dilution ont été prélevés et étalés a l'aide d'un rateau stérile dans des

boites de Pétri contenant la gélose nutritive. L’opération a été répétée deux fois pour chaque

dilution. Les boites ont été incubées pendant 24 a 48 heures a 37°C.

11.3.2.3. Purification
Les colonies ayant montrées des aspects différents sont repiqués sur le méme milieu de
culture. Les souches purifiées ont été codifiées, puis conservées sur des tubes inclinés

contenant la gélose nutritive pour faire I’objet des tests ciblés.

11.3.3. Identification présomptive des bactéries isolées
11.3.3.1. Observation macroscopique
Elle permit de mettre en évidence I’aspect macroscopique des isolats bactériens
purifiés. Cette étude consiste en une observation a I’eeil nue de la taille (petite, moyenne,
grande), la forme (ronde, irréguliére,....), la transparence, €lévation, le type et le relief des
colonies (Camille, 2007).
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11.3.3.2. Observation microscopique

Elle est effectuée par I’observation microscopique et la mise en évidence de la forme,
I’arrangement, et la mobilité des cellules bactériennes.

11.3.3.2.1. Observation a I’état frais

La mobilité des bactéries est étudies par des observations microscopiques a I’état frais des
cellules bactériennes. A partir d’une culture en phase de croissance, une colonie bactérienne
bien isolée a été prélevée et mise dans une goutte d’eau distillé stérile entre lame et lamelle.
Une observation microscopique a I’aide d’un microscope photonique est effectuée. Si on
observe des mouvements des cellules bactériennes dans tous les sens ceci confirme la mobilite

de la bactérie.

11.3.3.2.2. Test de Mannitol mobilité

Il s'agit d'une gélose molle conditionnée en tubes, utilisée pour étudier la fermentation du
mannitol et la mobilité des bactéries. L'ensemencement est effectué en réalisant une piqire
centrale jusqu'au fond des tubes a l'aide d'une pipette Pasteur. La fermentation du mannitol se
manifeste par un changement de couleur du milieu en jaune. Les bactéries mobiles se
dispersent a partir de la ligne d'ensemencement, créant une turbidité dans le milieu, tandis que
les bactéries immobiles poussent uniquement le long de la ligne d'ensemencement (Gerhardt
etal, 1994).

11.3.3.2.3. Observation apreés coloration de Gram

Cet examen a été effectué selon la méthode classique connue, elle consiste aux éetapes
suivantes :
 La préparation d’un frottis bactérien : les bactéries isolées sont étalés a I’aide d’une anse
de platine sur des lames en verre propre contenant une goutte d’eau. Ces derniéres sont
ensuite séchées a I’air libre a proximité d’un bec Bunsen, puis fixées par la chaleur en les
passants deux ou trois fois a la flamme.
L a coloration : les frottis préparés sont colorés pendant 1 minute au cristal violet, qui est un
colorant basique, ils sont ensuite, rincés rapidement par une solution de lugol (solution
aqueuse d’iode et d’iodure de potassium), qui agit comme un mordant, en augmentant les
interactions entre le colorant et la cellule pour que cette derniére soit contrastée.

* Sans rincer et en inclinant les lames a 45°, les frottis sont ensuite décolorés par un lavage

avec un mélange d’éthanol et d’acétone (1 a 3 secondes).

» Cette décoloration est arrétée rapidement par un lavage excessif a I’eau du robinet.
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 La derniere étape consiste a une contre-coloration, ou les frottis sont soumis pendant 30
secondes a la fuchsine basique diluée.

» Apres un bref rincage, les frottis sont séchés par le papier Buvard et examinés par
microscope photonique jusqu’a I’objectif a immersion (grossissement X100) (Camille, 2007).
* La couleur violette due au cristal violet est I’aspect caractéristique des bactéries a coloration
Gram positive, alors que les bactéries Gram négative se colorent en rose par la fuchsine
(Tortora et al, 2003).

11.3.3.2.4. Etudes des enzymes respiratoires

11.3.3.2.4.1. Recherche de la catalase

Elle empéche I’accumulation de I’eau oxygénée (H,0;) dans la cellule bactérienne dont
I’action serait létale, cette enzyme catalyse la réaction suivante :
2 H>0,5 > 2H,0+0,

La présence de I'enzyme catalase se traduit par un dégagement immédiat de bulles gazeuses.

(Health Protection Agency, 2011) (Figure 9)
v

Figure 9 : les étapes de la recherche de la catalase.
11.3.3.2.4.2. Recherche de I’oxydase

Il s'agit de la recherche du cytochrome oxydase, une enzyme clé de la chaine respiratoire
qui facilite le transfert des électrons vers I'oxygene ou d'autres agents oxydants minéraux. Le
procedé utilisé consiste & déposer une colonie de la souche sur un disque préalablement
imprégné d'un réactif appelé oxalate de N-diméthyle paraphényléne-diamine. La présence de
I'enzyme se manifeste par I’observation d’une couleur violette noiratre sur le disque. Cette

modification visuelle indique la présence de I'activité de I'enzyme recherchée (Figure 10).
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Figure 10 : les étapes de la recherche de I’oxydase
11.3.4. Mise en évidence des activités enzymatiques extracellulaires
11.3.4.1 Production d’ammoniac NH3

Le test qualitatif décrit est basé sur la méthode de Capuccino et Sherman (1992). Il
implique l'inoculation de 100 pl de la suspension bactérienne dans 10 ml d'eau peptonée.
Aprés une incubation a 30°C pendant 48 heures, 0,25 ml du réactif de Nessler est ajouté a
chaque tube d'eau peptonée. La formation d'une couleur orange indique la production de NH3
(ammoniac) par la nétrogénase. Ce changement de couleur est un indicateur de la capacité de
la souche bactérienne a métaboliser les composés azotés en produisant de I'ammoniac (Figure
11).

Réactif de Nessler (0,25 ml)

30°Cr96h
——

Culture jeune Eau peptonée

Figure 11 : Recherche de production de NH3

11.3.4.2. La fixation d’azote

L’evaluation de la capacite de fixation de I’azote par les isolats bactériens testés a été

déterminée sur un milieu dépourvue d’azote (Annexe 2). Ce dernier a été inoculé par une
colonie bactérienne prélevée a partir des cultures jeunes de 24h au centre de la boite de Pétri.
Les isolats qui sont fixateurs d’azote par certaines enzymes montrent une croissance ordinaire

autour de spot inoculé aprés 24 a 48 heures d’incubation a 37°C (Zhang et al, 2017).
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11.3.4.3. La recherche de I’amylase

Selon la méthode d'Amoozegar et al, (2003), Pour determiner qualitativement la
présence de l'activité amylolytique, on utilise le milieu GN additionné d'une solution d'amidon
soluble & 1%. Aprés I'ajout de cette solution, le milieu de culture était ensemencé par une
culture bactérienne jeune. Une incubation de 48h a 37°C est préconisée. On procede a la
lecture en ajoutant du lugol. Ce dernier interagit avec I'amidon pour former un complexe qui
donne une couleur bleue violette caractéristique. L’absence de cette couleur ou I’apparition
d’un halo clair autour de la colonie indique la présence d'une activité amylolytique, c'est-a-

dire la capacité de I'enzyme a dégrader I'amidon en produits plus simples (Ait kaki, 2017).

11.3.4.4. Cellulase

Dans cette étude, I’activité d'hydrolyse de la cellulose a été testée dans un milieu de
culture contenant 0,5% (p/v) de carboxymethylcellulose (CMC) (Benkahoul et al, 2017).
Aprés avoir ensemencé les boites de culture et les avoir incubees, elles ont été inoculées
pendant 15 minutes avec une solution de rouge Congo, puis lavées avec une solution de
chlorure de sodium a 1 M. L'hydrolyse de la cellulose se manifeste par des zones non colorées
(Korish, 2003).

11.3.4.5. Recherche des pectinases

Le test pectinase permet d’identifier I’activité pectinolytique d’une bactérie c’est-a-dire sa
capacité a dégrader la pectine présente dans le milieu de culture. La recherche de I’activité
pectinolytique est effectuée sur le milieu pectine Hildebrand (pH).

= Inoculer le milieu PH par points en déposant des amas de bactéries a identifier a la

surface de milieu coulé préalablement sur des boites de Pétri stérile.

= Incuber a 30 °C pendant 48 heures.
Une réaction positive se traduit par la présence d’une dépression du milieu entourant le point
d’inoculation. Par contre I’absence de dépression indique une réaction négative (Benkahoul
etal, 2017).

11.3.4.5. Recherche des lipases
La recherche des deux activités est réalisée sur un milieu de culture décrit par Sierra (1957).

Aprés ensemencement, les boites de culture été incubées a une température de 37°C pendant

48 heures. La présence d'une activité est indiquée par l'apparition d'un halo opaque autour des

colonies bactériennes.
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11.3.4.6. Recherche des protéases

La présence des protéases est détectée sur un milieu de culture contenant du lait écrémé et
de la gélose nutritive. Une solution de lait écrémé a 10% est ajoutée au milieu de culture. Les
boites de culture ensemencées sont incubées a une température de 30°C pendant 48 heures.
L'apparition d'un halo transparent autour des colonies bactériennes indique la présence d'une

activité hydrolytique des protéases (Bach et Munch, 2000).

11.3.4.7. Recherche des Glucanases

Pour la production des glucanases par les isolats de bactéries testees, le milieu additionné
de la farine d’orge comme source de carbone (Teather et Wood, 1982). Aprés inoculation
des isolats bactériens au centre de la boite de Pétri et une incubation a 30°C pendant 2 jours,
la révélation I’enzyme a été réalisée par I’ajout de 5 ml d’une solution de rouge Congo.

L apparition d'une zone claire autour des colonies indique la production des glucanases.

11.3.5. Etude des parametres physiologiques

L'objectif de cette étude est de déterminer I'impact de plusieurs facteurs biologiques, tels
que la température, le pH et la tolérance aux sels sur le développement et la survie des

bactéries isolées.

11.3.5.1. Etude de I’effet de température

La croissance et la survie des souches bactériennes isolées sont examinées dans des tubes a
essais contenant 3,5 ml de bouillon nutritif. Aprés incubation de 2 jours & 37°C dans
incubateur agitateur, 10ul de chaque suspension ont été ensemencé dans des boites de Pétri
contenant la gélose nutritive. Les boites ont été incubées a différentes températures a savoir le

25, 35, 45, 55 et 65 °C. L’apparition de colonies indique la tolérance des bactéries a la

température testée.

11.3.5.2. Etude de I’effet du pH

Différents milieux de cultures dont les pH varient entre 3 et 11 ont été préparés en utilisant
des tampons appropriés (annexe 4). Les pH de ces milieux ont été verifiés et ajustés apres
autoclavage et juste avant I’incubation des cultures. Les tubes inoculés sont incubés a
température ambiante sous agitation dans un incubateur-agitateur. La survie et la croissance

des isolats bactériens ont été évaluées apres 48 h par lecture de la DO a 540 nm.
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11.2.5.3. Etude de I’effet des sels (NaCl)

La résistance osmotique des souches bactériennes isolées, a été évaluée sur le bouillon
nutritif additionné de 4 concentrations différentes de NaCl a savoir 2,5 ;5 ; 7,5 et 10 % (w/v).
Il faut noter que le pH du milieu est ajusté a 6,5. Les 9 souches sont mises en culture dans des
tubes contenant 4,5 ml du bouillon nutritif additionné séparément par le NaCl aux

concentrations precitées a raison de 4 tubes par isolat et par concentration. Apres 48 h

d’incubation, la DO a 540 nm de chaque tube est mesurée.
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I11.1. Isolement et caractérisation des souches isolées

Au total, 11 souches bactériennes ont été isolées a partir des trois types de sol
échantillonnés, ces derniéres ont été codifiées de S1 au S11. Nous avons remarqué que la
totalité des souches possedent une croissance rapide, envahissant le milieu de culture par
apparition de colonies bien distinctes et aprés 24h d’incubation a 37°C.

111.1.1. Caractérisation macroscopique

Apres ensemencement des souches sur le milieu de culture GN, les colonies apparaissent
aprés 24 heures d’incubation a 37°C circulaires et convexes a contour régulier, de surface
lisse et gluante et de couleur beige claire, leur diamétre est d’environ de 2 & 3 mm pour la plus

. l5
S6 510
511 54

part (Figure 12).

W

Figure 12 : Aspects macroscopiques des souches bactériennes isolées sur milieu solide gélose

nutritif aprés 24h d’incubation.
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111.1.2. Caractérisation microscopique

Afin de mieux caractériser les souches isolées, une observation microscopique a I'état
frais a été réalisée pour étudier la forme et la mobilité de ces micro-organismes. Les résultats
obtenus ont révélé que la plupart des souches se présentent sous forme de batonnets, a
I'exception des isolats S7 et S8 qui a une forme en Cocci. Nous avons constaté que les
souches S1, S2, S5, S9 et S10 étaient mobiles, présentant des mouvements dans tous les sens
apres observation sous microscope optique, tandis que les autres souches été immobiles. La
coloration de Gram a indiqué que toutes les souches sont de Gram positif, Les souches S2 et

S6 sont des bacilles sporulés, possédant des spores terminales (Figure 13).

Figure 13: Observation microscopique des souches cultivée sur milieu GN aprés coloration
de Gram (Observation par microscope optique G x100 a immersion). Les fleches montrent les
cellules bactériennes sporulées.

A. Souche 02 B. souche 04 C. souche 05 D. souche 06

111.1.3. Résultats des tests d’enzymes respiratoires ; catalase et oxydase

Les tests oxydase et catalase sont des tests primordiaux pour la détermination de type

respiratoire chez les bactéries. Les figures ci-dessous montrent des résultats positifs des tests

catalase et oxydase respectivement (Figure 14),
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A. Résultat positif du test de la catalase B. Reésultat positif du test de I’oxydase

Figure 14 : Résultats positifs (A, B) de la recherche des enzymes respiratoires.

111.1.4. Mannitol mobilité

Le résultat de ce test confirme la mobilité des souches S1, S2, S5, S9 et S10. Nous avons
constaté que toutes les souches fermentent le mannitol. Ce milieu de culture se caractérise par
une faible teneur en agar, ce qui le rend semi-mou et permet le déplacement des bactéries
autour de la piqdre centrale d’ensemencement. De plus, la présence d’un indicateur de pH, le
rouge de phénol, permet de détecter I’utilisation du mannitol. La fermentation du mannitol
entraine une acidification du milieu, ce qui se manifeste par un changement de la couleur de

I’indicateur de pH vers le jaune (figure 15).

Figure 15: Résultat de la culture des souches (S1, S2, S3, S4, S5, S6, S9, S10, S11) sur le
milieu Mannitol-mobilité apres 24 heures d’incubation a 30°C.
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Le tableau ci-dessous résume les résultats obtenus des différents tests effectués;

Tableau 4 : les résultats des tests physiologiques et biochimique effectués.

Souches Forme Gram Catalase Oxydase Man'n'|tpl
mobilité

S1 Bacille
S2 Bacille
S3 Bacille
S4 Bacille
S5 Bacille
S6 Bacille
S7 Cocci
S8 Coccl
S9 Bacille
S10 Bacille
S11 Bacille +
+ :indique un résultat positif ; - : indique un résultat négatif.

o I o I I Y ) I I S
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I11.2. Résultats des tests enzymatiques

Pour la recherche de I’activité enzymatique le travail a été réalisé uniquement sur les neuf
souches qui ont présenté une forme bacillaire avec un GRAM positif a savoir S1, S2, S3, S4,
S5, S6, S9, S10 et S11.

111.2.1. Amylase

Dans ce travail, les 9 souches testées se sont révélées productrices de I’amylase. A partir
de nos résultats on peut conclure que nos souches sont capables de dégrader I’amidon en
exprimant une forte production d’amylase. La synthése des enzymes amylasiques par les
bactéries du sol permet une dégradation de la matiere organique dans la nature en fournissant
des éléments minéraux que les plantes exigent pour leur croissance. (Shonkor et al, 2011) ont
montré que les especes du genre Bacillus sont capables de produire des enzymes
extracellulaires (amylases, chitinases ...etc), et Selon (Bertoldo et Antranikian, 2001 ; Rao
et Satyanarayana, 2007), de nombreuses espéeces du genre Bacillus sont connues par leurs
capacités a produire des a-amylase qui posséde un grand intérét biotechnologique surtout dans
le domaine industriel de la production des détergent. Les figures ci-dessous expriment les

differents résultats obtenus (Figure 16)
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A

Figure 16: Résultats de la recherche de I’activité amylasique des souches bactériennes isolées
sur le milieu amylase apres 48 heures d’incubation a 30°C. A : dégradation totale de
I’amidon ; B : dégradation partielle ; C : Témoin (pas de dégradation).

111.2.2. Cellulase
Pendant de nombreuses années, les chercheurs se sont concentrés sur la caractérisation et

I'amélioration des cellulases produites par les bactéries dégradant la cellulose (Otajevwo et

Aluyi, 2011). Les résultats obtenus montrent que I’ensemble des souches bactériennes testées,

présentent une activité cellulasique, mise en évidence par des zones d'hydrolyse claires autour

des colonies (Figure 17).
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Figure 17 : Résultats de la recherche de I’activité cellulolytique des souches (S1, S2, S3, S4,
S5, S6, S9, S10, S11) sur le milieu CMC apres 72 heures d’incubation a 30°C. A : indique
une activité cellulytique imoprtante ; B : indique une activité positive ; C : indique un résultat
négatif. Les fleches montrent les halos d’hydrolyse autour des colonies bactériennes.

Cette observation pourrait étre expliquée par le type de Gram des isolats obtenus, car selon
Lu et al, (2005), environ 80 % des bactéries cellulolytiques isolées jusqu'a présent sont Gram
positifs (Schwarz, 2001). De plus, d'apres les travaux de Maki et al, (2011), plusieurs souches
de Bacillus ont éte identifiées comme étant capables de produire des cellulases qui dégradent
les fibres de cellulose en sucres plus simples, utilisés comme source de carbone et d'énergie.
En revanche, nous avons observé que les autres souches (S3, S4 et S10) ne présentent aucune
activité cellulolytique.

111.2.3. Pectinases

Les résultats obtenus montrent qu’a I’exception des isolats S4 et S9 qui ont démontré des

réactions positives par I’appartion des colonies sur le milieu a base de pectine, toutes les

autres souches ont donné des résultats négatifs ce qui signifie que nos souches sont incapables
de dégrader la pectine. L activité pectinolytique est trés limitée, et tous les isolats ne
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produisent pas la pectinase. La pectine est une substance naturelle présente dans les plantes
qui contribue a la texture et a la fermeté des fruits et légumes. Le genre bactérien Bacillus
comprend plusieurs especes, parmi lesquelles certaines sont connues pour leur capacité a
produire des enzymes telles que la pectinase. Une étude menée par Delgado et al, (2014) a
réussi a isoler des pectinases a partir de bactéries halophiles appartenant aux especes Bacillus
pumilus (CP-01), Bacillus atrophaeus (PN-01) et Bacillus atrophaeus (SY-01) et cela
contredit nos résultats. Il est trés fort probable que les isolats S5 et S6 appartiennent a I’une
des espéces de Bacillus précité connues pas leurs pouvoir producteur de pectinase (Figure
18).

Figure 18: Résultats de la recherche de I’activité de pectinolytique des souches bactériennes
sélectionnées sur le milieu pectine apres 48 heures d’incubation a 37°C. A : activité
importante observée chez la souche S4 ; B : une faible activité observé chez la souche S9 ; C :
Aucune activité observée.
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111.2.4 Résultats de la recherche des lipases
111.24.1. Sur Tween 80

L'enzyme lipase, présente chez de nombreux organismes, notamment certaines souches
de Bacillus, jouent un réle crucial dans la dégradation des lipides, conduisant a la libération
d'acides gras et de glycérol.

Des souches de Bacillus ont été cultivées sur un milieu contenant du tween 80 (un substrat

lipidique) en tant que source de nutriment. Si la bactérie produit une lipase fonctionnelle, elle

sera capable de dégrader le tween 80 en acides gras libres. L'activité lipasique peut ensuite

étre évaluée en observant la formation d'une zone d'opacité ou d'un halo autour de la colonie
bactérienne, ce qui indique la libération d'acides gras (S1, S2, S3, S4, S5, S9, S11), tandis que
I'absence de ce halo indique I'absence de libération d'acides gras chez les autres souches.
Selon les études de Sharma et al, (2001), Gupta (2004) et Fickers et al, (2007), les lipases
sont couramment présentes chez les bactéries, les levures et les champignons filamenteux.
Elles sont produites aussi bien par les bactéries Gram +, comme Bacillus, que par les bactéries
Gram™. D'apres Ji et al, (2014), les bactéries du genre Bacillus produisent des estérases et
des lipases. En outre, Honda et al, (2002) et Ji et al, (2014) ont démontré une activité

estérasique élevée chez ces bactéries. La figure 19 illustre les résultats obtenus.

Figure 19: Résultats de la recherche de I’activité lipasique des souches (S1, S2, S3, S4, S5,
S6, S9, S10, S11) sur le milieu tween 80 apres 48 heures d’incubation & 37°C. Les fleches

montrent le halo opaque autour des colonies.
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111.2.4.2. Sur Tween 20

Les résultats de la mise en évidence de I’activité lipasique sur les milieux solides a base
de Tween 20 sont illustrés dans la figure 20. Les colonies des microorganismes producteurs de
lipases apparaissent entourées d’un halo opaque accompagné par la formation des cristaux de
sel de calcium.

D’apres les résultats obtenus, nous avons remarqué que les souches testées ont montrées

des pouvoirs d’hydrolysées le Tween 20 plus important que le Tween 80.

Figure 20 : Résultats de la recherche de I’activité lipasique sur le milieu a base de Tween 20
des souches (S1, S2, S3, S4, S5, S6, S9, S10, S11) apres 48 heures d’incubation a 37°C. Les
fleches montrent le halo opaque autour des colonies et le point de dépét des sels.
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111.2.5. Résultats de la production de protéase

D'aprés Kuban et al, (2010), plusieurs souches microbiennes, telles que Bacillus, sont
connues pour produire des protéases. Les protéases d'origine microbienne sont parmi les
enzymes les plus sécrétées, comme le souligne Ningthoujam et al, (2009). Les résultats

obtenus montrent que 8 isolats sur les 9 souches testées, notamment les isolats S1, S5 et S11,

ont présenté une activité protéasique importante. La dégradation des protéines par les

protéases microbiennes joue un réle essentiel dans le cycle de l'azote, en rendant les
nutriments disponibles pour les plantes et les micro-organismes, comme I'ont mis en évidence
Petit et Jobin (2005) (Voir figure 21).

Figure 21 : Résultats de la recherche de I’activité protéasique des souches (S1, S2, S3, S4,
S5, S6, S9, S10, s11) sur la protease apres 48 heures d’incubation a 30°C.
111.2.6. Glucanase
Aprés 48 heures d'incubation des neuf isolats bactériens, nous avons observe laformation
de zones claires ou transparentes autour des colonies ensemencés sur le milieu de culture
contenant le substrat glucanique, pour I’ensemble des souches a I’exception des isolats S4 et
S10. Ce halo est généralement considéré comme un indicateur positif de I'activité glucanase.
L'activité de glucanase chez les Bacillus revét différentes implications biologiques. Tout
d'abord, ces enzymes jouent un rdle crucial dans la dégradation des glucanes présents dans
I'environnement. Les Bacillus peuvent se nourrir de ces glucanes pour obtenir de I'énergie et
des nutriments. Les glucanases leur permettent de décomposer ces polyméres complexes en
unités de glucose plus simples, qui peuvent ensuite étre métabolisées. Certaines souches de
Bacillus sont utilisées en agriculture comme agents de biocontr6le pour lutter contre les

pathogenes des plantes. Les résultats obtenus sont illustrés dans la figure ci-dessous ;
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|
Figure 22 : Résultats de la recherche de I’activité glucanase des souches bactériennes isolées

(S1, S2, S3, S4, S5, S6, S9, S10, S11) sur le milieu glucane aprées 48 heures d’incubation a
37°C. Les fleches montrent les zones d’hydrolyse.

111.2.7. Résultats de la production de I’ammoniac NH3

Les résultats obtenus montrent que la production de NH3 est présente chez la majorité de
nos isolats (66,67%), soit 6 sur 9 souches, a des niveaux plus ou moins variables selon
I’intensité de virage de la couleur de milieu inoculé par les différentes souches bactériennes
testées apres l'ajout du réactif de Nessler. Selon Ahmed et al, (2008), la production
d'ammoniac est I'un des traits qui favorisent indirectement la croissance des plantes. Certains
Bacillus sont capables de dégrader des substrats azotés complexes, tels que les protéines, en

ammoniac, qui peut ensuite étre utilisé comme source d'azote pour la synthése de biomasse.

La production d'ammoniac par les bactéries joue également un role essentiel dans la lutte
contre les champignons phytopathogénes, comme I'ont souligné Kavitha et al. (2013). C'est
considéré comme une caractéristique importante des rhizobactéries qui améliorent

indirectement la croissance des plantes (Voir figure 23).
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Figure 23 : Résultat de production de I’ammoniac par les souches bactériennes testées apres
48 heures d’incubation.

111.2.8. Fixation de I’azote (AFM)

La capacité de fixation de I’azote moléculaire est testée sur un milieu solide dépourvu
d’azote. Le milieu est ensemencé par des cultures bactériennes agées de 24h, puis incubé a
une température de 37°C pendant 48 heures. Toute croissance observée sur ce milieu indique
la capacité des bactéries a fixer I’azote moléculaire.

Les résultats obtenus démontrent que toutes les souches bactériennes étaient capables de
fixer I’azote atmosphérique a I’exception de la souche S1, ceci est traduit par une croissance
sur le milieu de culture utilisé au niveau du point d’ensemencement. Il est important de noter
que pour la souche S1 aucune croissance bactérienne n’a était observé donc cette isolat était
incapable de fixer I’azote atmosphérique. Les bactéries diazotrophes fournissent un avantage
aux plantes en fixant I’azote atmosphérique en échange du carbone libéré par les exsudats
racinaires (Voir figure 24). Tout organisme a besoin de I’azote pour la synthése des protéines,
sauf que la forme présente dans la nature est I’azote atmosphérique le N2, inaccessible pour la
plupart des organismes (Souza et al, 2015). La fixation de cette forme d’azote par les
bactéries et les archeaes contribue a la stimulation de la croissance des plantes (Dixon et
Kahn, 2004). B. velezensis OEE1 est capable de croitre sur le milieu AFM fixant ainsi I’azote
atmosphérique pour échapper a cette carence. En effet, les bactéries appartenant aux genres

Burkholderia, Pantoea, Bacillus et Klebsiella sont des endophytes fixateurs d’azote

atmosphérique (lkeda et al, 2013).
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Figure 24 : Résultats de la recherche de I’activité du AFM des souches (S1, S2, S3, S4, S5,
S6, S9, S10, S11) sur le milieu AFM apres 48 heures d’incubation & 37°C.

Le Tableau ci-dessous résume I’étude I’endophytisme des différentes souches
bactériennes testées. Les enzymes testées sont des facteurs favorisent grandement la détection
et I’identification de la plante héte afin d’assurer une colonisation appropriée des racines et la
formation d’un environnement adéquat permettant la prolifération de Bacillus sp.

Dans les tissus internes de la plante. L’étude in vitro sur des milieux de culture

specifiques et la mise en évidense des activités enzymatiques, a révélé que nos souches

comprennent divers enzymes qui hydrolysent les celluloses, les pectines et I’amidon
disponibles dans la rhizosphére par production respectivement des cellulases, des pectinases
et de I’amylase (Figure 16, 17 et 18). Une partie de ce répertoire enzymatique peut étre
utilisée par les bactéries testées pour traiter les surfaces des plantes afin de permettre la
colonisation au niveau de la rhizosphere. Les glycosides hydrolases permettent la dégradation

des composants hémicellulosiques présents dans les parois cellulaires des plantes.

D’autres enzymes tels que la pectinase et I’amylase peuvent également participer a la
dégradation des tissus végétaux (Niazi et al, 2014). Ces enzymes hydrolytiques sont
indispensables pour la colonisation du milieu inter et intra cellulaire des plantes et pour
renforcer par conséquent quelques propriétés métaboliques telles que I’amélioration de la
croissance et le contrdle des agressions biotique et abiotique (Verma et al, 2001 ; EI Deeb et
al, 2012). La production de la glucanase, la protéase et les lipases a été évaluée

qualitativement sur des milieux gélosés additionnés respectivement de la farine d’orge, du lait
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écrémeé et de Tween 80 et 20 respectivement (Figure 19, 20, 21 et 22). Ces deux derniers ont

servi a la déetection de I’activité protéolytique et lypolytique.

Aprés incubation des boites dans les conditions appropriées, des zones claires d’hydrolyse
autour des colonies, indiquant la présence des enzymes lytiques ont été observées. En effet, la
a -1,3-glucane avec la chitine sont les principaux polysaccharides formant la paroi cellulaire
fongique ce qui rond des chitinases et des B-1,3-glucanases les enzymes clés dans la lutte

contre les champignons phytopathogénes (Kim et Chung, 2004).

Cependant, d’autres CWDE y compris les protéases, peuvent egalement étre impliqués
dans ce mécanisme étant donné que les protéines présentent des polymeres mineurs de la
paroi cellulaire (Ait-Lahsen et al, 2001). La stimulation de la croissance des plantes est un
caractere trés recherché chez les BCAs. Les résultats de la fixation d’azote et de la production
de I’NH3; sont illustrés sur les figures 23 et 24. Selon Guemori-Athmani et al, (2000), cette
capacité, mesurée par I’activité de la nitrogénase, qui existe chez certaines souches de
Bacillus isolées du sol algérien. La fixation de I’azote est considérée comme une propriété
importante des PGPR (Plant Growth Promoting Rhizobacteria) qui influence directement la
croissance des plantes. C’est I’un des mécanismes clés par lesquels la plante bénéficie de

I’association avec ces micro-organismes.

Tableau 5 : Résultats des différentes activités enzymatiques testés sur les souches
bactériennes isolées a partir de la Sabkha de Bordj Omar Idris.

Lipase | Lipase . Productio
Souches 80 20 Protéase | Glucanase n de NH3

S1 +++ + ++ +++ ++
S2 +++ ++ ++ +++ ++
S3 +++ - ++ ++ +
S4 ++ - - -
S5 +++ +++ ++
S6 +++ ++ + +++ +
S9 ++ + ++ +++ ++
S10 + ++ ++ ++ -
S11 +++ ++ - +++ ++ +

- . resultats négatifs+ : résultats positifs ; ++ : résultats importants ; +++ : trés importants.

Amylase | Cellulase | Pectinase

Dans ce tableau il apparait clairement que les souches isolées possédent un pouvoir

enzymatique trés développé et peuvent dégrader une gamme trés diversifiée de métabolite, le
point fort de notre étude.
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111.3. Résultats des tests physiologiques

Les résultats de I’effet des différents facteurs abiotiques sur la croissance et le
développement des souches bactériennes étudiées sont présentés ci-dessous; (Les figures des

concentrations bactériennes sont présentés dans I’annexe 4).

111.3.1. Résultats de I’effet de température
Les résultats de I’effet de la température sur la croissance des différentes souches
bactériennes isolées sont illustrés dans le tableau 6 et la figure 25. De maniére générale, ces
résultats montrent que pour les souches testées, I’optimum de croissance se situe entre 25 et
35°C. Ensuite, on note que cette multiplication bactérienne diminue de facon graduelle a
partir de 35°C. Ces résultats prouvent que les souches testées tolérent bien les moyennes
températures se sont des mesophiles.
Selon I’étude de Vidyalakshmi et al, (2009), la température de croissance joue un role
crucial non seulement dans la cinétique de croissance des bactéeries, mais également dans la
cinétique de production des enzymes. Lorsque la température augmente, elle peut entrainer la

dénaturation et I’inactivation de I’enzyme (Demirkan et al, 2017).

Tableau 6 : Résultats de la croissance des souches bactériennes testées apres 24 h
d’incubation aux différentes tempeératures.

T° 25°C
Souche
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la croissance bactérienne a différente valeur de température

S1 S2 S3 S4 S5 S6 S9

S10 S11
.25"C .35°C 45°C .55°C .65"C
Figure 25 : Effet de la température sur la croissance bactérienne des neuf souches

bactériennes isolées.

D’aprés ce graphe on remarque que I’optimum de croissance se situe entre 25 et 35°C
pour I’ensemble des souches. De maniére plus précise, ces bactéries telluriques présentent une
croissance progressive pour atteindre un niveau maximal entre 25 et 35°C. Ensuite, on note
que cette multiplication bactérienne diminue de facon relativement Iégere a partir de 35°C.
D’apres la littérature la croissance bactérienne soit normalement inhibée a partir de 55°C

(Amkraz, 2013), on remarque que les souches testées demeurent viables au-dela de cette

température. En effet, leur viabilité a été vérifiee par ensemencement de boites de Pétri

contenant le milieu GN avec les isolats auparavant incubés aux températures de 50 a 65°C.
Ces résultats prouvent que les souches testées tolerent bien les hautes températures. Ceci
pourrait donc conférer a nos souches la possibilité de réduire I’effet nuisible des tempeératures

élevées sur ces derniéres.

111.3.2. Effet de pH

Les résultats illustrant I’effet de la variation du pH sur la survie et la croissance des
souches étudiées sont présentés sur la figure 26. Ces résultats montrent que le développement
de ces isolats aux pH de 3 est faible. Cependant, pour des valeurs de pH supérieures a 3, on
note que la croissance bactérienne augmente de maniére graduelle et le niveau optimal de
multiplication bactérienne est obtenu pour des pH compris entre 7 et 9 pour la plus part.

Exception faite pour la souche la S6 ou la concentration bactérienne est trés faible au pH7 par
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contre elle est meilleur au pH alcalin (8 et 9), voir méme le pH 5 pour les isolats S1, S9, S10
et S11.

Tous ces résultats montrent bien que ces isolats possédent une capacité a resister au
variation trés importante de pH. Ceci offre la possibilité d’utiliser ces isolats antagonistes
dans plusieurs sols a difféerents pH.

La figure ci-dessous montre les fluctuations des concentrations bactériennes selon les

variations de pH apres incubation 72h dans un agitateur incubateur.

la croissance bactérienne a différente valeur de pH

.‘ ‘I || || || ‘I || |I || “ || |I I‘ ‘I |‘ ‘I I‘ ‘I
S1 S2 S3 S4 S5 S6 S9

O B N W H»H U1 OO N 0

S10 S11

Figure 26 : Effet de la variation du pH sur la croissance des souches bactériennes testées

La mesure du pH d’un sol refléte la concentration des ions OH™ et H" & I’état dissocié dans
le liquide surnagent. Les résultats obtenus montrent que le PH a un effet sur la croissance des
isolats de Bacillus. Tous les isolats ont la capacité de bien poussées a un pH =6. Cependant
certains isolats ont une croissance optimale dans une gamme de pH acide pH= 5 ou tres
alcalin PH=9 (S2, S3, S4, S10, S11), et certains d’autres dans pH acide (S6) ainsi que S1 qui
pousse bien dans pH= 7 (neutre).

D’aprés Carrow et al, (2001), les bactéries du sol préferent une certaine gamme du pH
allant de 6 a 8 pour leur croissance parallélement a certains de notre souche qui préferent de

survivent dans ces valeurs de pH comme S2.
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111.3.3. Résultat de I’effet de la salinité

Les résultats illustrant I’effet des différentes concentrations de sel NaCl sur les souches
bactériennes isolées sont présentés sur le tableau ci-dessous, on observe que la croissance
bactérienne diminue progressivement lors de I’augmentation de la concentration de I’NacCl.
Cependant, I’ampleur de cette diminution varie d’une concentration a I’autre. Il important
donc de noter que la multiplication bactérienne est plus affectée par les concentrations élevées
de NaCl.

Tableau 7: La densité optique des souches bactériennes testées apres incubation a 48 h dans
I”incubateur agitateur .

Souches D.O aNaCl=2 ,5| D.O a NaCIl=5 D.OaNaCl=7,5 | D.O a NaCl=10
S1 1,791 0,869 1,671 0,281

S2 2,268 2,018 1,020 0,173

S3 0,902 0,660 0,653 0,153

S4 1,718 1,731 1,130 0,169

S5 1,708 1,242 1,244 0,988

S6 1,921 1,240 1,083 1,162

S9 2,387 1,387 0,556 0,514

1,519 1,393 0,533 0,185

1,162 0,919 1,360 0,255

D’apres le tableau on remarque une resistance de nos bactéries au stress salin applique
par I’addition de différentes concentrations de NaCl malgré que les optimums de

développement sont obtenus a des concentrations faible, mais elles sont toutes bien

développées dont les différentes concentrations dépassent les 10° cellules bactérienne/ml de

culture pour les isolats S5 et S10 pour des concentrations de 10 % de NaCl.

Il est clairement admis que les cultures végétales sont régulierement confrontées a une
variété de stress liés a I’environnement. Parmi ces facteurs de stress, la salinité du sol
constitue un des facteurs limitant la productivité végétale. Le réle des bactéries P.G.P.R. vis-a-

vis des plantes ne pourrait donc s’exercer et aboutir a des effets bénéfiques significatifs et
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durables que si ces rhizobactéries résistent bien au stress salin. Nos résultats traduisent bien

cette propriété d’halo tolérance des neuf bactéries qui pourraient continuer a exercer leurs
effets phyto-protecteurs et stimuler la croissance des plants méme dans des conditions de

salinité élevées.




Conclusion

Conclusion

L'isolement et I'identification des bactéries d’intérét a partir de sols halophiles sont d'une
importance significative dans le domaine de la microbiologie environnementale. Les sols
halophiles sont des environnements riches en sel, ce qui crée des conditions extrémes et

sélectives pour la survie des organismes.

Onze souches bactériennes ont été isolées a partir de sol de Sebkha de Bordj Omar Diris,
dont neuf isolats présentent une forme bacillaire a Gram positif, par contre les deux autres
isolats possedent un Gram positif et une forme en cocci. Les neuf isolats de formes bacillaires
(S1, S2, S3, S4, S5, S6, S9, S10 et S11) ont été sélectionnées pour le reste du travail par
contre les isolats S7 et S8 ont été exclus de la collection suite a leurs forme en cocci.

Dans cette étude, un screening de plusieurs activités enzymatiques hydrolytiques
extracellulaires (lipase, protéase, amylase, pectinase et cellulase), en plus de I’activité
lipasique qui a été testée sur deux substrats différents a savoir le Tween 80 et le Tween20. Des
résultats tres satisfaisants ont été obtenus. Ces enzymes extracellulaires, importantes pour
leurs survies et leurs disséminations dans un sol contenant des milliers des micro-organismes

en plus ces enzymes sont tres recherchées en divers secteurs industriels.

A ce résultat s’en rajoute le pouvoir fixateur d’azote moléculaire N, qui est observé
chezla totalité des souches, a I’exception de la S1, et aussi la production de I’ammoniac

NH3,forme assimilable par les plantes.

L’estimation de I’effet protecteur des plantes par nos isolats dans des conditions de
stress (salinité, basse ou haute température et pH....) pourrait étre recherchée comme suite
logique de ce travail afin de s’assurer de la capacité des isolats a résister a ces conditions

extrémes tout en protégeant la plante et I’aidant a mieux tolérer ces conditions.

Cette contribution a I’étude de la mise en évidence des activités enzymatiques
extracellulaires des isolats de Bacillus isolées de la sabkha de Bordj Omar Idris située a
ILLIZI a donné des résultats trés encourageants qui devront étre utilisés pour améliorer le

rendement en agricole future vue leurs pouvoirs de colonisation des sols et des tissues

vegeétales confirmés par la production d’une gamme trés diversifiée d’enzymes hydrolytiques

(Pectinase, lipase, cellulase et amylase), leurs pouvoirs de dégradation des membranes des
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champignons phytopathogenes par la production des CWDE a savoir les glucanases et les

protéases, en plus de leurs pouvoirs de stimulation de la croissance des plantes cultivées par la

fixation de I’azote moléculaire et la production de I’ammoniac. Ces isolats se sont montrés

capable de résister aux conditions extrémes de milieu (Température, pH et salinité) donc ils

peuvent étre utilisés dans des programmes de développement durable bien étudiés et en

application biotechnologie dans le future.

Perspectives

Le présent travail ouvre de nouvelles perspectives d’approfondissement des
connaissances relatives non seulement sur I’utilisation des méthodes plus poussées
pour I’identification et la caractérisation de nos souches par des moyens biochimiques
et moléculaire mais aussi testées d’autres substrats pour la détection d’autres activité
enzymatiques tels que la chitine et la recherche d’autres molécules tels que les

biosurfactants, les hormones de croissance ..ect.,

Un autre volet peut étre envisagé c’est I’étude des mécanismes d’action des meilleurs

isolats antagonistes du genre Bacillus tout en vérifiant s’il s’agit d’un mécanisme de

compétition direct (nutritive, spatiale, parasitisme) ou indirect (induction de

mécanismes de défense aussi bien anatomiques que biochimiques).

Passé de I’étude in vitro a I’étude in situ pour mieux valoriser les résultats.




Résumé

Les écosystemes aquatiques hypersalins, tels que les Chotts et les Sebkhas, présentent
des milieux extrémement hostiles ou les ressources nutritives sont rares et la salinité peut
atteindre des niveaux de saturation. Malgré ces conditions extrémes, une diversité biologique
parvient & prospérer dans ces environnements. L’isolement et I’identification macroscopique,
microscopique (coloration de Gram, état frai et mannitol mobilité) et biochimique (recherche
des enzymes: amylase, péctinase, protéase, lipase, celulase, glucanase, ainsi que la recherche
des enzymes respiratoires (oxydase et catalase) et d’autre enzymes : production de NH3 et
I’étude physiologique (effet de température, salinité, pH, 9 isolats obtenus( S1 ; S2, S3, S4,
S5, S6, S9, S10, S11) sont ciblés . La coloration de Gram a été montrée que ces souches sont
des bacilles a Gram positive. Des tests enzymatiques montre que 91% des souches sont
capables de produire des enzymes et les test physicochimiques (température, salinité, pH)
montrent que ces bactéeries sont resistantes aux conditions extrémes sont ciblés. Ces bacteries
halophiles du genre Bacillus a partir des sols de Bordj Omar Driss ont permis d'identifier des
souches adaptées aux conditions salines et présentant des activités bénéfiques pour la
croissance des plantes. Ces résultats ouvrent la voie a des recherches plus approfondies sur
I'exploitation de ces souches dans des applications agricoles specifiques visant a améliorer la

productivite des cultures dans les régions arides et salines.

Mots clés : Hypersalins, tests enzymatiques, sebkha, salinite, PH, extremophiles , Gram ,

microorganismes , Bacillus .




Résumé

Abstract

Hypersaline aquatic ecosystems, such as Chotts and Sebkhas, represent extremely hostile
environments where nutrient resources are scarce and salinity can reach saturation levels.
Despite these extreme conditions, a biological diversity manages to thrive in these
environments. Research has revealed the existence of extremophile microorganisms capable
of surviving and adapting to the extreme conditions of these environments.Nine isolates
obtained from a soil sample of Sebkha de Bordj Omar Driss (S1, S2, S3, S4, S5, S6, S9, S10,

S11) were investigated for their plant growth-promoting characteristics. Gram staining

showed that these strains are Gram-positive bacilli. Enzymatic tests (cellulase, amylase,

protease, esterase and lipase, glucanase, nitrogen fixation, pectinase, ammonium production)
and physicochemical tests (temperature, salinity, pH) were conducted.These halophilic
bacteria of the genus Bacillus from the soils of Bordj Omar Driss have identified strains
adapted to saline conditions and exhibiting beneficial activities for plant growth. These results
pave the way for further research on harnessing these strains for specific agricultural
applications aimed at improving crop productivity in arid and saline regions.

Keywords: Hypersaline, enzymatic tests, Sebkha, salinity, pH, extremophiles, Gram,

microorganisms, Bacillus.
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Annexe

Annexe 01. Matériel utilisé
1) Appareillage

Autoclave

Bain marie

Spectrophotometre a absorption atomique

Etuve

Vortex

Balance

pH metre

Plaque chauffante agitatrice
Bec Benzene

Refrigérateur

2) Instruments

Boites pétri
Béchers
Erlenmeyer
Tubes a essai
Flacons
Portoirs des tubes
Pipettes pasteur
Seringues
Embouts bleu
Micropipette
Spatule

3) Reactifs utilisés

e Lugol
¢ Rouge congo

e Réactif de Nessler




Annexe 02. La fixation d’azote
1g KH,PO4

0,01g MgS04,7H20

29 NaCl

0,005g FeSO4

20g Mannitol

159 Agar

Annexe 03. Les tampons de Ph

A : Solution de phosphate monosodique 0.2M (soit 27.8 g de KH 2 PO 4 dans 1000 ml

d’eau distillee).

B: Solution de phosphate de sodium dibasique 0.2M (soit 53.55 g de K2 HPO 4 dans 1000

ml d’eau distillée).

Mélanger x ml de A et y ml de B auxquels on ajoute 100 ml d’eau distillée stérile pour obtenir

les valeurs suivantes

X (ml) Y (ml)
983 17
877 12.3
39 61

53 947
00 100
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