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Introduction générale

La biodiversité ou diversité biologique décrit, entre autres, I'hétérogénéité biologique des
organismes vivants présents dans les écosystémes naturels (Vitorino et Bessa,2018). La
biodiversité est généralement discutée en terme d’organismes supérieurs (plantes, et animaux)
mais aucun organisme n'est plus omniprésent, abondant ou diversifié que les organismes
microbiens (Verma et al.,2017). Les microorganismes sont considérés comme les organismes
les plus ubiquitaires (Horner-Devine et al.,2003), ils sont présents dans presque tous les types
de biotopes rencontrés sur terre incluant les environnements les plus extrémes (Feazel et
al.,2008).

Pour survivre dans des conditions environnementales diverses, les microorganismes
ont développés un ensemble diversifié de réponses adaptatives : nutritionnelles (Merchant et
Helmann, 2014), structurales, (Beales,2004 ; Smits et al.,2006) ainsi que des interactions avec
d’autres organismes (Poursat et al.,2019) tels que les animaux et les plantes. Ces derniéres
sont capables d’attirer des microorganismes a travers la sécrétion de substances, appelées les
exsudats tels que les résines, les latex et les gommes, et qui servent de source d'énergie pour
les microorganismes (Rout, 2014).

Des études précédentes ont montrés qu'une flore microbienne s'implantée a la surface
de la gomme arabique (Abdel Rahman, 2004 ; Adam et al.,2016 Bokhary et al.,1982),
également appelée gomme d'Acacia du fait qu’elle est récoltée a partir des arbres d’Acacia
senegal et Acacia seyal (Beneke et al.,2009). Ces gommes sont des polymeres glucidiques
complexes (Patten et al.,2010), produites par exsudation sur les branches (Mugnier,2000) et
les troncs d’arbres (Adeyanju et al.,2015) dans le but de les protéger des blessures

mécaniques et microbiennes (Rana et al.,2011).

L’objectif de notre travail est d’isoler des bactéries a partir des gommes d’arbre afin de
déterminer leurs caractéristiques morphologiques et physiologiques telles que I’influence du

pH et des sels sur leur croissance.

Ces tests ont été effectués sur des isolats récupérés de 4 gommes : la gomme arabique
1 achetée du commerce a Oran, la gomme 2 de I’arbre d’abricotier récoltée a Tizi-Ouzou, la
gomme 3 de l'arbre d’amandier récoltée a Ain Témouchent, la gomme 4 achetée du

commerce a Tizi-Ouzou.

Les résultats obtenus dans cette étude montrent une certaine diversité phénotypique au

sein des bactéries isolées a partir des différentes gommes.
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Depuis toujours, les étres humains partagent leur monde et leur vie avec des
organismes macroscopiques visibles a I’ceil nu (plantes et animaux) et des organismes
microscopiques invisibles a 1’eeil nu (les microorganismes) (Barberan et al.,2016). Ces
organismes microscopiques comme les bactéries, les champignons, les algues, les parasites et
les virus peuvent avoir des effets néfastes, comme par exemple sur la santé humaine, animale
et végétale en leur causant des maladies, ou bien un effet néfaste sur les aliments et les
textiles, en leur causant des détériorations et des décompositions (Todar,2015). Mais ces
microorganismes ont des effets bénéfiques ils interviennent dans différents aspects essentiels
a la planete et aux autres organismes vivants, comme par exemple, ils interviennent dans les
cycles biogéochimiques et créent et assurent 1’équilibre de I’atmosphere, la purification des
eaux et la fertilisation des sols (Staley et al.,1997). Chez I’étre humain, les microorganismes
jouent, également, un réle important, comme par exemple, dans la digestion et I’absorption
des aliments, et dans le développement de son systeme immunitaire (Dauga et al.,2005).

Comme peuvent le prédire les meéthodes moléculaires et les analyses métagénomiques,
seulement 1% de la diversité microbienne est connue (Nai et al.,2016), cependant, les progres
de ces derniéres annees ont ouvert de nouvelles voies pour la caractérisation des
microorganismes (Pradhan et Tamang,2019) et pour exploiter des informations
supplémentaires stockées dans des caractéristiques phénotypiques et génotypiques des
microorganismes (Props et al.,2016).

1- Caractérisation phénotypique et génotypique des microorganismes

Compte tenu de la capacité des microorganismes, a s'adapter, a croitre et a survivre
dans des conditions physico-chimiques variées (températures différente pH différents,
salinité...) et de leur contribution au maintien de I'équilibre dans les écosystémes, il est

pertinent de caractériser leur diversité telle qu'elle existe (Sarethy et al.,2014).

La caractérisation des organismes passe par des techniques permettant une
exploitation des informations stockées dans des caractéristiques genotypiques (Eberle et
Kiess,2014) et phénotypiques (Eberle et Kiess,2014) des microorganismes (Props et
al.,2016).
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L’information génétique est fournie par les acides nucléiques (ADN et ARN) présents
dans les cellules, tandis que I’information phénotypique est donnée par les caractéres
exprimés tels que les protéines, les antigénes de surface, la résistance aux antibiotiques,...,etc.
(Arbeit, 1995).

1.1. Caractérisation génotypique

La caractérisation génotypique, se base sur toutes les méthodes de caractérisation de
I'ADN ou de I'ARN (Sarethy et al.,2014).Ces méthodes impliquent I'étude du génome
microbien, sa séquence, la présence ou de I’absence de certains geénes, son homologie avec
des génomes d’autres espéces (Sridhar-Rao,2006 ).

Plusieurs techniques de biologie moléculaire telles que le séquencage (du génome
entier ou de I'ARNr 16S), le Ribotypage, I"amplification aléatoire d'ADN polymorphe ou
RAPD (Random amplification of polymorphic DNA), le polymorphisme de longueur des
fragments de restriction ou RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism),
Electrophorése sur gel a champ pulsé ou PFGE (pulsed-field gel electrophoresis)(Franco-
Duarte et al.,2019), ont été développées pour reduire certaines des limitations de la
caractérisation microbienne qui existaient (Castro-Escarpulli,2015).

Une des techniques de caractérisation genotypique se base sur la détermination du
pourcentage des bases guanine et cytosine (% GC) dans le génome (Sarethy et al., 2014).
Cette méthode contribue avec d'autres méthodes de génotypage dans la caractérisation et dans
I’établissement de la position taxonomique d'un microorganisme (Sanders,1989 ; Sarethy et
al.,2014).

En effet, ce pourcentage varie largement de 24 a 76% d'un genre a lautre, et,
généralement, trés peu a I’intérieur des espéces du méme genre (Frontali ,1965). Par exemple
chez les bactéries, au sein des espéces d’un méme genre ce % GC, varie entre 3% et 10%
(Vandamme et al.,1996 ;Sarethy et al.,2014 ;Mackey et al.,1988). Ce pourcentage est donc
considéré comme un élément essentiel dans la description des especes microbiennes (Mackey
et al.,1988).

Une autre méthode de caractérisation génotypique est I’hybridation ADN-ADN. Cette
méthode permet une mesure de la similitude des séquences entre les génomes
(Bowman,2011).

Deux molécules d'’ADN simple brin, provenant de deux souches différentes, sont mélangees.
Les deux molécules simple brin vont s’associer selon le principe de complémentarité des

bases ce qui se traduit par la formation de molécules hybrides (Rossello-Mora et Amann,
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2001).

La valeur d’hybridation entre les ADN simple brin des deux souches est un indicateur
de la similarité des séquences entre les génomes (De Ley et al.,1970). Cette valeur est
exprimée sous forme d’un pourcentage d’hybridation ADN-ADN et de la stabilité thermique
de I’hybride (Wayne et al.,1987).

Plus les séquences nucléotidiques, de deux souches différentes, présentent une
similitude de séquences élevée et plus la formation d’hybride (hybridation) se produira
(Rossello-Mora et Amann,2001). Les hybrides sont beaucoup plus stables
thermodynamiquement lorsque la molécule hybride est constituée de bases parfaitement
appariées. Les mésappariements entre les deux brins diminuent la Tm (température a laquelle
50% des doubles heélices sont sous forme double brin et simple brin) (Strachan et Read,2012).
La Tm refléte la stabilité thermique des hybrides d’ADN (Rossello-Mora et Amann,2001). La
stabilité de I'nybride augmente avec la similarité des souches étudiees (Johnson,1973).

Par exemple, des souches appartiennent a une méme espéce bactérienne lorsqu’elles
présentent une valeur d’hybridation supérieure ou égale a 70 % et une ATm (ATm = Tm
homologue — Tm Hétérologue) inférieure ou égale a 5 °C (Wayne et al.,1987 ;Stackebrandt et
Goebel 1994 ;Vandamme et al.,1996).

1.2. Caractérisation phénotypique

L’ensemble des propriétés observables d’une cellule dans un environnement donné, a
un instant donné, constitue son phénotype (Bisen,2014;Cottinet,2014). L’analyse de ces traits
phénotypiques, et qui sont les résultats de I’expression du contenu génétique des
microorganismes (Liu et al.,2006 ;Van belkum et al.,2007), constitue la base de la
microbiologie et ouvre des perspectives pour la recherche appliquée et fondamentale (Props et
al., 2016).

La caractérisation phénotypique d’un microorganisme peut se baser, sur la présence ou
l'absence d’activités biologiques ou métaboliques exprimées par le microorganisme (Arbeit,
1995) ou sur sa capacité a croitre en présence ou absence d'un substrat, d’un antibiotique,
d’une toxine ou d’un bactériophage, cette croissance sera mesurée qualitativement et
quantitativement (Franco-Duarte et al.,2019).

Elle peut se baser aussi sur des traits phénotypiques observés chez les

microorganismes qui sont tres diversifiés et incluent les caractéristiques physiques (taille,

4
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forme et motilité des cellules (Vandamme et al.,1996 ; Escalas et al.,2019), biochimiques (la
capacité a produire certaines enzymes, a utiliser certaines sources de carbone (Teixeira et
al.,2001 ; Lagier et al.,2015 ; Escalas et al.,2019), physiologiques (influence du pH, de la
température, de la salinité, des colorants, de 1’aérobiose ou anaérobiose sur la croissance)
(Busse et al.,1995 ; Oren,2008 ; Escalas et al.,2019 ;Ferrari et al.,2017).

Ces caractéres phénotypiques peuvent étre, aussi, déterminés selon la capacité des
microorganismes a s’associer avec un hote particulier (Chibucos et al.,2014) et le type de
cette association (pathogéne, symbiotique...) (Goberna et Verdu,2016).

Aussi, la composition et la structure de la paroi cellulaire a été utilisée dans des
systemes de caractérisation phénotypiques des souches microbiennes (Vandamme et
al.,1996 ;Feldbauer et al.,2015).La caractérisation phénotypique selon la composition de la
paroi cellulaire a été effectuée pour plusieurs microorganismes ,les champignons (Bartnicki-
Garcia 1968; Prillinger et Boekhout,2011 ; Lord et Vyas,2019), les actinomycétes (Boone et
Pine,1967) et surtout les bactéries, qui en fonction des propriétés chimiques de leurs parois
cellulaires, peuvent étre différenciées en bactéries a Gram positif et bactéries a Gram négatif
(Hiremath et Bannigidad,2011).

Plusieurs techniques ont été utilisées pour cette caractérisation, par exemple
I’¢lectrophoreése sur gel permet d’analyser les lipopolysaccharides présents dans les
membranes externes des bactéries a Gram negatif (Weger et al.,1987). La chromatographie
en phase gazeuse permet de caractériser les acides gras qui sont les principaux constituants
des lipopolysaccharides (Sasser,1990),largement utilisés a des fins taxonomiques (Vandamme
et al.,1996).

La chromatographie liquide haute performance peut aussi étre utilisée pour analyser
les polyamines de la membrane externe, qui peuvent servir de marqueurs
chimiotaxonomiques chez les bactéries a Gram negatif (Stackbrandt et al., 1988 ;Hamana et
al.,1988).

La chromatographie gaz-liquide peut étre utilisee pour analyser les acides téichoiques des
bactéries a Gram-positif (Fischer et al.,1979) , considérés comme marqueurs
chimiotaxonomiques dans la systématique des bactéries (Shashkov et al.,1999).

La microscopie a force atomique et la tomographie TEM (Transmission Electron Microscopy)
ont aussi été utilisées pour analyser l'ultra-structure de la paroi cellulaire afin de différencier

entre les microorganismes (Desmarais et al.,2013).
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2. Diversité du monde microbien

Pour survivre et se développer les microorganismes doivent développer des
mecanismes d’adaptations nutritionnelles comme par exemple la régulation de 1’expression
des génes qui codent pour des enzymes qui dégradent des sucres, que si ces sucres sont
disponibles (opéron lactose opéron maltose) (Savageau,1998). Les microorganismes peuvent
aussi réaliser une adaptation structurelle qui se fait par exemple a travers un changement de
leur morphologie cellulaire en augmentant la taille de la cellule, ce qui leur permet une
meilleure acquisition des nutriments a partir de leur environnement (Young, 2007;Yang et al.,
2016).

Les microorganismes peuvent aussi réaliser une modification de la composition de
leur membrane en réponse a un stress abiotique (température élevée, pression osmotique, pH
acide...etc,) (Sohlenkampet Geiger,2015), ou une adaptation aux conditions physico-
chimiques comme par exemple, la synthése de proteines spécifiques induites par le froid
(Hébraud et potler ,1999).

Ces adaptations correspondent a différentes stratégies permettant aux microorganismes
de faire face aux conditions environnementales auxquelles ils sont exposés (Corre.2000).
De plus, les microorganismes sont capables de vivre dans une diversité d’habitats (Iranzo et
al. ,2001) en raison de leur grande diversité métabolique (Iranzo et al.,2001). Pour leur
fonctionnement vital, les microorganismes utilisent et transforment les molécules présentes

dans leur environnement (Durot,2009).

2.1. Diversité métabolique

La diversité métabolique et les différents types trophiques sont identifiés en fonction
des sources d’énergie, de carbone et d’¢électrons (Eiler,2006)
Selon leur source d’énergie, les microorganismes peuvent étre phototrophes (source d’énergie
lumineuse) ou chimiotrophes (source d’énergie chimique).

Pour la biosynthése des constituants cellulaires, les microorganismes peuvent étre
soit autotrophes (CO. comme source de carbone) soit hétérotrophes (composes organiques
comme source de carbone). (Cundy et Shin,2000 ; Eiler,2006 ;Parker,2001)

Selon leurs source d’¢lectrons, les microorganismes peuvent étre soient lithotrophes
(composés inorganique comme source électrons) ou organotrophes (composés organiques

comme source électrons). (Kolber,2007).
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Les chimiotrophes peuvent étre soit chimiolithotrophes ou chimioorganotrophes. Les
chimiolithotrophes, c’est des microorganismes qui utilisent des composés inorganiques
comme source d'électrons comme par exemple la bactérie Nitrosomonas europaea qui oxyde
I’ammonium (Hommes,2003) ou la bactérie Ferrobacillus ferrooxidans qui oxyde le fer
selon I’exemple de réaction (Doelle,1969) suivante :
4FeCO3+02+6H2,0—4Fe(OH)3+4 CO2
Les chimioorganotrophes, c’est des microorganismes qui utilisent des composés
organiques comme source d'électrons comme par exemple la bactérie Pseudomonas
fluorescens qui oxyde le glycérol et le glucose (Lemanceau,1997) ou la bactérie
Desulfomonaspigra qui oxyde , I'éthanol, le pyruvate, glycérol et lactate selon I’exemple de
réaction (Loubinoux,2001) suivante :
Lactate déshydrogenase

Lactate — — pyruvate +2H" +2 ¢

Pyruvate deshydrogénase

Pyruvate + CoA ______, acétyl-CoA+CO+2H"+2¢

Comme on I’a vu pour les chimiotrophes, les phototrophes peuvent étre soit
photolithotrophes soit photoorganotrophes.
Les photolithotrophes comme par exemple Thiocapsa roseo persicina, Prosthecochloris
aestuarii , Chlorobium phaeobacteroides, utilisent le SO, S;03, Hz, H2S comme source
d’¢électrons (Massé,2002) selon I’exemple de réaction (Nisbet et Fowler,2003) suivante:

6CO2+12H5S — CsH1206+6H20+12S

Les photoorganotrophes comme par exemple Chromatium violascens ,Chromatium
vinosum, Chromatium gracile, utilisent l'acétate, butyrate et pyruvate comme source
d’électrons (Caumette,1985) selon I’exemple de réaction (Keister et Fleischman,1973)

suivante:

Pyruvate déshydrogénase
Coenzyme A

Pyruvate+Pi+ferredoxin (oxydé)e——— acetylphosphate+CO»+ferredoxin (réduit)


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tolli%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16332829

Synthése bibliographique

Acétyl phosphate kinase

—>
Acétylphosphate+ADP , acétate+ATP

Dans la nature les microorganismes sont en contact avec multiples sources d’énergie et
de carbone qui ne sont pas toujours présents en quantité suffisante (Kolber,2007). Certains
microorganismes ont développé une stratégie appelée la mixotrophie c’est une stratégie
nutritionnelle intermédiaire (Selosse 2017) qui permet par exemple aux microorganismes
d’utiliser simultanément du carbone inorganique (autotrophie) et organique (hétérotrophie)
(Schoonhoven,2000) ce qui leur permet de diversifier leur capacité a utiliser les sources
d'énergie (Bowien et Schlegel,1981;Schoonhoven,2000;Selosse et al.,2017).

Certaines bactéries, comme les bactéries violettes non soufrées, (Rhodospirillum
rubrum et Rhodopseudomonas gelatinosa (Doelle, 1975) Azospirillum amazonense (Baldani
et al.,2014) sont capables d'alterner, en fonction de conditions environnementales, entre
photo-hétéro, autotrophie , lithotrophie et organotrophie (Beatty et Yurkov ,1998).

Par exemple, pour un mixotrophe, si la matiére organique n’est pas disponible il peut passer a
l'utilisation de la lumiere comme source d'énergie et utiliser le carbone inorganiqgue comme
source de carbone, et si la lumiere n’est pas disponible, il peut revenir a la dégradation des
substances organiques (Eiler, 2006 ; Schoonhoven, 2000).

Certaines cyanobactéries peuvent étre également des mixotrophes, comme par exemple
Cyanothece sp qui peut utiliser, en mixotrophie, simultanément du carbone inorganique (COz)

et du carbone organique (glycérol) (Feng et al, 2010).

D’autres bactéries comme Pseudomonas sp, Acinetobacter sp, Aeromonas sp sont
capables dalterner, en fonction de conditions environnementales, entre chimiolitho-
autotrophie et hétérotrophie (Liessens et al., 1992).

Xanthobacter tagetidis est une bactérie qui peut, par exemple, se développer simultanément
comme chimiolitho-autotrophe sur le thiosulfate et comme hétérotrophe sur l'acide acétique
(Fatima et al.,2019).
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La mixotrophie est 'une des stratégies permettant aux microorganismes la croissance
en conditions limitantes ou pour leur permettre une meilleure position lorsqu’ils sont en
compétition avec d’autres microorganismes. La mixotrophie est avantageuse dans les
environnements oligotrophes pauvre en nutriments (Litchman, 2007 ; Selosse et al.,2017;
Troost, 2005).

2.2. Diversité d’habitat

2.2.1. Dans I’environnement

La plupart des environnements naturels hébergent une grande diversité d'espéces
microbiennes. Les bactéries et les archées sont les organismes les plus ubiquitaires, présentes
dans presque tous les types de biotopes rencontrés sur terre (Faugier,2010) . Elles peuvent étre
isolées a partir des sols (Picard et al.,1992), de I’air (Lighthart et al., 1995), des lacs, des
océans (Bryant et al .,2015), des animaux (Whitman et al.,1998) et des plantes (Bulgarelli et
al.,2013).

Elles peuvent également étre rencontrées dans des environnements les plus extrémes
(Feazel et al. , 2007) tels que les sources chaudes a des températures proches de I'ébullition
(Brock,1978), les salieres presque saturées (Anton et al.,2000), les eaux de mines acides a des
pH proches du O (Baker et Banfield,2003), les profondeurs des glaces antarctiques (Lanoilet
et al.,2009) et déchets radioactives (Fredrickson et al,2004)

2.2.2. Interaction avec les organismes vivants

Au cours de I'évolution, I'émergence d'espéces et leur coexistence dans I'espace et le
temps a conduit a [I’établissement d'interactions multiples (Karimi et al.,2017). Les
interactions peuvent étre bénéfiques antagonistes ou neutres sur les especes concernées, et
peuvent étre divisées en cing classes principales (Sieuwerts et al.,2008) :

L'amensalisme : c’est une interaction pendant laquelle un partenaire est affecté négativement
sans conférer un avantage a l'autre partenaire (Karimi et al.,2017).

Le commensalisme : ¢’est une interaction pendant laquelle un partenaire en bénéficie et l'autre
partenaire n'est pas affecté (Hartel,2005) :

La compétition : c’est une interaction pendant laquelle les partenaires sont en compétition par
exemple pour I'utilisation de la méme ressource, que ce soit un nutriment, de lI'eau ou un

espace (Karimi et al.,2017) ;
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Le parasitisme : c’est une interaction pendant laquelle un partenaire profite de l'autre
(Tshikantwa et al.,2018) ;
Le mutualisme : c’est une interaction pendant laquelle les partenaires tirent bénéfice (Boucher
et al.,1982).

Les interactions microorganisme — microorganisme ou microorganisme — hote sont des
stratégies permettant aux microorganismes de coloniser et de vivre dans une variété
d'environnements différents (Braga et al.,2016).

Les interactions microorganismes-microorganismes peuvent s’établir entre les mémes
espéces ou entre des espéces différentes (Tshikantwa et al.,2018).Ces interactions entre
microorganisme peuvent étre directes (contact physique comme lors de la conjugaison), ou
via des molécules de signalisation (Sieuwerts et al.,2008). Ces interactions peuvent étre
positifs (exemples le mutualisme), neutres (exemples le commensalisme) ou négatifs

(exemples le parasitisme) (Fredrickson ,1977).

Lors de I’interaction microorganisme — héte (végétal ou animal), les microorganismes
(bactéries, champignons et virus) peuvent influencer positivement (croissance et
développement de I'néte) ou negativement (maladie infectieuse) leurs hétes (Vorholt 2012;
Mendes et al.2013; Bai et al.,2015; Braga et al.,2016 ; Mendes et Raaijmakers,2015 ;Peay et
al.,2016..Toju et al.,2018).

2.2.2.1.  Avec les animaux

Lors d’une interaction microorganisme— animaux, les microorganismes peuvent jouer
un role négatif ou positif (Whitman et al.,1998).

Pour le role négatif, par exemple les microorganismes cutanés commensaux peuvent
envahir et devenir pathogénes lors d’une rupture de la barriere cutanée (Grice et Segre,2011)
ou lorsqu’il y a un déséquilibre du microbiome , caractérisée par des changements de la
population microbienne, il peut entrainer chez I’homme une entérocolite nécrosante (Tiffany
et Baumler,2019). Pour le réle positif, par exemple, les microorganismes peuvent affecter de
maniére positive la physiologie de I'néte en modulant I'immunité ainsi qu'en améliorant
I'équilibre nutritionnel et microbien dans le tractus intestinal (Lee et Salminen,2009) par
décomposition des glucides complexes, des protéines et les graisses (Oliphant et Allen-
Vercoe,2019)
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2.2.2.2.  Avec les plantes
Lors des interactions microorganisme — plantes, les microorganismes peuvent aussi

jouer un role négatif ou positif sur les plantes. Les communautés microbiennes associées aux
plantes peuvent étre des facteurs de risque en agriculture et en foresterie du fait qu’elles sont
parfois dominées par des espéces ou des souches phytopathogénes qui peuvent causées des
maladies aux végétaux (Toju et al.,2018). Cependant, les interactions plantes-
microorganismes positives sont connues depuis longtemps (Stone et al.,2018). Les
microorganismes sont déterminants pour la santé, la croissance et la productivité des plantes
(Lakshmanan et al.,2014), de fait qu’ils permettent aux plantes une meilleure acquisition des
nutriments, une amélioration de leur résistance aux conditions de stress abiotique (chaleur,
sécheresse et salinité) (Rodriguez et al .,2019) et une induction d’une résistance contre les
pathogenes (Toju et al.,2018). De ce fait, le microbiome associé aux plantes est considéré
comme le deuxiéme génome des plantes (Lakshmanan et al.,2014)

Le microbiome des plantes peut étre classé en trois catégories : le microbiome
rhizosphérique, le microbiome endophytique et le microbiome phyllosphérique (Compant et
al.,2019).

Le microbiome rhizospheérique : dans ce cas, le microbiome colonise la rhizosphere, zone du
sol ou se trouvent les racines des plantes (Verma et al.,2017). La libération de différents
substances (exsudats racinaires, mucilages) par les racines permet de fournir une niche
écologique appropriée pour la croissance microbienne (Buée et al.,2009)

Le microbiome endophytique : dans ce cas, le microbiome colonise les parties internes des
plantes, comme la racine, la tige ou les graines (Verma et al.,2017).

Le microbiome phyllospherique : dans ce cas, le microbiome colonise les parties aériennes
des plantes comme les feuilles et la tige (Remus-Emsermann et Vorholt,2014) qui sont
considérées comme l'un des plus grands habitats terrestres pour les microorganismes
(Bodenhausen et al.,2014).

Il est connu aussi que les plantes sont capables d’attirer des microorganismes a travers
la sécrétion de substances, qui servent de source d'énergie pour le microbiome, appelées les
exsudats (Rout, 2014 ; Braga et al.,2016) et qui peuvent sélectionner des communautés
microbiennes spécifiques (Chaparro et al.,2012), comme c’est le cas des métabolites exsudes
par les racines des plantes qui contribuent a la composition du microbiote, dans la zone
rhizosphérique, spécifique a [I’interaction avec I'hote (Korenblum et al.,2019 ;Kumaret

Dubey,2020).
11
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L’exemple connu de [Iinfluence des exsudats racinaires sur 1’interaction
microorganismes- plantes, est celui de I’influence des exsudats racinaires sur 1’établissement
de I’interaction symbiotique, trés spécifique, entre les bactéries du genre Rhizobium et les
plante de la famille des légumineuses (Bais et al.,2006). Cette interaction permet a des
souches spécifiques de Rhizobium de fixer I’azote atmosphérique en ammoniac utilisables par
des légumineuses spécifiques principalement dans les sols pauvres en nutriments. (Arora et
al.,2012).

Les composants largement responsables de cette relation spécifique Rhizobium-
Iégumineuses, appartiennent a une classe de composés appelés flavonoides présent dans les
exsudats racinaires (Bhagwat et Thomas,1982) des plantes de la famille des légumineuses
(Gepts et al., 2005) et qui induisent spécifiquement 1’expression des génes nod des espéces de
Rhizobium (Bais et al.,2006) et la production des facteurs Nod indispensables a

I’établissement de I’interaction symbiotique (Le Roux et al.,2016).

2.2.2.2.1. Aux niveaux des exsudats des plantes

Les plantes produisent un large éventail de sécrétions, au-dessus et en dessous du sol,
connues sous le nom de mucilages ou d'exsudats (Galloway et al.,2019). Ces derniers,
composes principalement d'acides aminés, de glucides et d'acides organiques sont capables
d’attirer les microorganismes (Braga et al.,2016) et ils peuvent étre sécrétés par les graines
(comme par exemple chez Cuscuta sp), les racines (comme par exemple chez
Loliumperenne), les feuilles (comme par exemple chez Senna alexandrina) et les tiges
(comme par exemple chez Ulmusrubra) (Bhosale et al.,2014).

Ces exsudats remplissent diverses fonctions, telles que l'adhésion, la protection,
l'acquisition de nutriments et pour repousser les agents pathogénes et les envahisseurs
(Galloway et al.,2019). Ces exsudats contiennent aussi des molécules allélopathiques c’est
des composés biochimique produits par une plante et qui peuvent avoir un effet positif
(antifongique, antibactérien) ou négatif (inhibition de la germination) sur une autre plante
(Gallet et Pellissier,2002 ;Rouifed et al.,2019).Beaucoup de ces exsudats servent également
de source d'énergie pour le microbiome (Rout, 2014).

La structure et les constituants des exsudats végétaux peuvent étre assez variés et
souvent specifiques aux especes végeétales (Rout, 2014).

Ces substances complexes peuvent étre subdivisées en 4 groupes : les latex, les

gommes, les exsudats résineux, les exsudats résineux obtenus sous forme de mélange
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(gommes-résines). (Ndinga,2015).

En industrie, les gommes représentent l'une des matieres premiéres les plus
abondantes, les plus disponible et a faible colt (Adeyanju et al.,2015).Parmi ces gommes on
peut citer la gomme de guar, la gomme tragacanthe, et la gomme arabique (Adeyanju et al.,
2015).Ces gommes sont produites par des arbres appartenant a certaines familles surtout, les
Anacardiaceae, Combretaceae, Leguminosae, Rosaceae, Rutaceae, et Sterculiaceae
(Greenish,1933), et elles sont connues pour étre produites dans des conditions de stress telles
que la chaleur, la sécheresse et les blessures et elle permet d’empécher l'invasion
microbiennes au niveau des lésions (Khalil et al.,2011).

Parmi tous les types de gommes commercialisées dans le monde, la gomme arabique
est certainement la plus demandée (Williams et Phillips,2003; Daugan et Aminah
Abdullah,2013), elle est I'une des gommes naturelles les plus anciennes et les plus connues
(Patel et Goyal,2015),largement utilisée en raison de ses propriétés.( Abdel Rahman,2004).

2.2.2.2.1.1. Les gommes arabiques

Les gommes arabiques sont des substances qui s’écoulent a I’extérieur du végétal
apres un traumatisme, elles sont produites au niveau des branches (Magid et al.,2014) et des
tronc d’arbres (Adeyanju et al.,2015) appartenant au genre Acacia (Rouen,1994). Les Acacia

sont des arbres qui appartiennent a la famille des Fabacées (Shelter et Skog,1978 ) (Figure 1).

Figure 1 : Gomme arabique formée sur une branche blessée d'Acacia senegal (Musa et
al.,2018).
2.2.2.2.1.1.1. La composition chimique de la gomme arabique
Cette gomme est constituées du point de vue chimique de molécules complexes
(majoritairement des macromolécules osidiques), toujours hétérogenes et ramifiées, contenant
des acides uroniques (Bruneton, 2002) et parfois des groupements méthyles ou acétyles.
(Whistler, 1993). Sa masse moléculaire varie de 2 .10* & 108(g/mol) (Murphy Ndinga ;2015).

D’apres Bruneton (2002), sa composition est caractéristique de ’espéce qui les produit, mais
13
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elle peut changer légérement en fonction de Iorigine géographique et des facteurs
environnementaux.

Il existe plus de 1000 espéces du genre Acacia productrice de gommes mais seulement
deux sont productrices de gommes a des fins commerciales Acacia senegal et Acacia seyal
(Figure 2) (Ibrahim et al.,2013).La gomme produite par Acacia senegal est considérée de
meilleure qualité et représente la majorité du commerce mondial, comparée a la gomme

produite par Acacia seyal (Musa et al.,2018)

Figure 2 : Arbre de I’espéce d’Acacia senegal (Soloviev et al.,2010).

2.2.2.2.1.1.2. L’utilisation des gommes arabiques

En raison de leurs propriétés, entre autres, émulsifiante, stabilisante, antioxydante,
humectante, raffermissante, non nocives, non toxiques, micro-encapsulante (Magid et
al.,2014 ; Mario,.2018 ; Montenegro et al.,2014), les gommes arabiques sont utilisées dans
différents secteurs industriels tels que les industries pharmaceutiques (préparation des sirops
et des liquides pour solidifier les pilules (Sérier, 1986), alimentaire (additif alimentaire dans
les produits laitiers, stabilisant dans les produits surgelés comme les glaces et les crémes
glacées (lbrahim et al.,2013), cosmétiques (utilisées comme lissant dans les lotions et les
cremes protectrices, et comme adhésif dans les masques faciaux ou les poudres pour le visage
(Musa et al.,2018).
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Les gommes d'Acacia sont utilisees aussi, comme des polymeéres naturels, pour
conserver, préserver et transporter, efficacement et a moindre colt des échantillons

biologiques en assurant leurs intégrité structurelle et leur viabilité (Sorokulova et al.,2015).

2.2.2.2.1.1.3.Propriétés microbiologiques des gommes arabiques

La gomme arabique a été utilisée en phytothérapie traditionnelle elle est considérée
comme protectrice contre les infections bactériennes (Baien et al.,2019 ) et fongique (Shehu
et al,2019).

Des études ont montré une activité antibactérienne importante de la gomme arabique
contre Streptococcus viridians, Salmonella typhi (Suliman et al ,2020) Staphylococcus
aureus, Escherichia coli et Klebsiella pneumonia (Al Alawi et al., 2018).

La gomme arabique, en raison de ces effets antibactériens contre les pathogenes
parodontaux, est utilisée comme substance d'hygiene buccale (Baien et al.,2019).En effet,
cette gomme contient des glycosides cyanogénétiques et plusieurs types d'enzymes telles que
les oxydases, les peroxydases et les pectinases qui présentent des propriétés antimicrobiennes
contre Prophyromonas gingivalis et Prevotella intermedia, agent causal de la carie dentaire
ou agent impliqué dans la plaque (Ali et al., 2009 ; Monténégro et al., 2014 ; Musa et al.,
2018).

Il a été montré aussi que les gommes arabiques possedent des activités antifongiques
importantes contre Aspergillus flavus et Saccharomyces cerevisiae et elles présentent une
capacité d’inhibition contre les pathogénes fongiques Candida albicans et Cryptococcus
neoformans, et contre le parasite Leishmania donovani (Nishi et al., 2007 ;Patel et Goyal
2015).

Aussi la gomme arabique possede des propriétés antipaludiques, en effet, il a été
démontré que cette gomme peut atténuer le niveau du parasite Plasmodium falciparum dans le
sang des souris infectées par ce parasite (Ballal et al, 2011).

En raison, entre autres, de sa teneur en humidité (Ali et Daffalla,2018) et sa nature
polysaccharidique ,les gommes peuvent étre un substrat de contamination microbiologique et
de développement des microorganismes (Mortensen et al.,2017).D’autre part, les étapes de
prélevement, de collecte et de commercialisation, peuvent augmenter les chances de
contamination par des microorganismes (Abdel Rahman,2004).

Bokhary et al.,(1983) ont montré que la gomme arabique contenait un nombre
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appreciable de microorganismes notamment des champignons tels que Aspergillus niger,
Curvularias enegalensis, Rhizopusstolonifer et Rhizoctoniasolani et des bactéries, telles que
Bacillus sp .,Serratia marcesens et Micrococcus varians.

Par contre, il a été montré aussi que la gomme arabique ne contenait pas des
microorganismes pathogenes (Khier,2005) et qu’elle ne contenaient pas des especes
appartenant par exemple au genre Escherichia ,Staphylococcus, Salmonella ou de Clostridium
(Adam et al.,2016).

Ces propriétés microbiologiques de la gomme arabique, a la fois antimicrobiens mais
aussi un habitat favorisant le développement des microorganismes, 1’objectif de notre travail
est d’isoler a partir de différentes gommes de plantes des bactéries afin de les caractériser

phénotypiquement.
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Matériel et méthodes

Ce travail a été réalisé au niveau du Laboratoire de Microbiologie du Centre
Universitaire Belhadj Bouchaib- Ain Temouchent (CUBBAT) durant le second semestre du
Master 2 de I’année universitaire 2019/2020 (avant le confinement).

L’objectif de cette étude est d’isoler la microflore a partir des différentes gommes afin
de les caractériser phénotypiquement.

1. Collecte des échantillons de gommes
Les échantillons des gommes utilisées dans cette étude pour la caractérisation de leur
microflore provenant de la ville d’Ain Témouchent, de Tizi-Ouzou et d’Oran comme indiqué
dans le Tableau 1 ont été collectés dans des conditions stériles et conservés entre 4 et 10 C°
jusqu'a leur utilisation.

Tableau 1: Tableau récapitulatif de I’origine des échantillons de gommes utilisées

La gomme Oran

commercialisée

La gomme de I’arbre
d’abricotier Tizi-Ouzou

La gomme de I’arbre

d’amandier Ain Témouchent
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La gomme (encens ou

oliban) commercialisée Tizi-Ouzou

2. Préparation des milieux de culture
2.1. Préparation de la gélose nutritive
Ce milieu est utilisé pour I’isolement et la culture des bactéries. Pour préparer la
geélose nutritive (GN), 23g de la poudre de ce milieu (Conda Nutrient Agar) est dissoute dans
1L d’eau distillée.
2.2. Préparation du bouillon nutritif
Ce milieu est utilis¢ pour I'isolement et la culture des bactéries. Pour préparer du
Bouillon nutritif (BN), 8g de la poudre de ce milieu (Conda Nutrient Broth) est dissoute dans
1L d’eau distillée.
2.3. Préparation de la gélose de Mueller-Hinton
Le milieu Mieller—Hinton est considéré comme un milieu de référence utilisé pour 1’étude de
la sensibilité des bactéries aux agents antimicrobiens. Ce milieu présente une bonne
reproductibilité des tests et un effet antagoniste minimal sur les résultats (EUCASTE, 2014).
Pour préparer de la gélose de Mueller-Hinton, 38 g de la poudre de ce milieu est dissoute dans

1L d’eau distillée.

2.4. Préparation de la gélose de Kligler Hajna
Ce milieu est utilisé pour mettre en évidence la fermentation simultanée du glucose et
du lactose, la production d’hydrogeéne sulfuré et la production du gaz. Pour préparer de la
gélose de Kligler Hajna ,52g de la poudre de ce milieu est dissoute dans 1L d’eau distillée.

Le milieu est préparé en tube a essai de sorte a avoir une pente et un culot.
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3. Isolement et purification des bactéries a partir des gommes

L’isolement des bactéries a éte réalisé a partir des différentes gommes.

1g de chaque gomme est mélangé avec 10 mL d’eau distillée stérile et homogénéisé a
’aide d’un vortex. 100 pL de la solution sont étalés a la surface de la gélose nutritive.
Les boites de Pétri ensemencées sont incubées a 30°C pendant 24 a 48 h. Les colonies

obtenues sont ensuite purifiées par des repiquages successifs de colonies sur GN.

4. Vérification de la pureté des isolats et détermination de leurs caractéristiques
microscopiques
4.1. Observation microscopique
Aprés coloration de Gram, I’observation microscopique permet de determiner le

Gram, la morphologie et la pureté des isolats.

5. Analyse de ’effet des différents stress sur les isolats
5.1. Influence du pH sur la croissance bactérienne
L’influence du pH sur la croissance des différents isolats a été testée sur BN, en tube a
essal, ajusté aux pH 5, 7 et 9.
Les différents BN sont inoculées par une pré-culture de 24h de chaque isolat de sorte a avoir
une DOeoonm initiale de 0,01. Aprés 24h d’incubation a 30°C, les DO des cultures bactériennes

sont mesurées a 600 nm.

5.2. Influence du NaCl et du CaClz sur la croissance bactérienne
L’influence du NaCl et du CaCls sur la croissance des différents isolats a été testée sur
BN contenant du NaCl ou du CaCl, a concentration finale de 1 et 2%.
Les différents BN sont inoculées par une pré-culture de 24h de chaque isolat de sorte a avoir
une DOegoonm initiale de 0,01. Aprés 24h d’incubation a 30°C, les DO des cultures bactériennes

sont mesurées a 600 nm.

5.3. Influence des colorants sur la croissance bactérienne
C’est une procédure utilisée pour tester I’influence de différents colorants sur la
croissance bactérienne, I’effet inhibiteur des colorants a été étudier par Churchman (Howard
et Churchman ,1912) sur des culture bactérienne (Fung et Miller,1973).

L’influence des colorants sur la croissance des différents isolats a été testée sur BN contenant
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du rouge neutre et du vert brillant a concentration finale de 1%.
Les différents BN sont inoculées par une pré-culture de 24h de chaque isolat de sorte a avoir
une DOegoonm initiale de 0,01. Aprés 24h d’incubation a 30°C, les DO des cultures bactériennes

sont mesurées a 600 nm.

5.4. Test de sensibilité/résistance a ’'H>O, par la méthode de diffusion sur disque
Le peroxyde d’hydrogeéne est connu comme agent inhibiteur de la croissance de
différents microorganismes en raison de sa capacité a oxyder les lipides membranaires et a

détruire la structure des proteines cellulaires (Zalan et al,2005).

Le test de résistance/sensibilité des bactéries a I’H20, a été réalisé, sur des bactéries
isolées a partir des gommes, par la méthode de diffusion sur disque. 100 pL de chaque
suspension bactérienne correspondant a une turbidité de 0,5 McFarland (Figure 3) sont étalés
sur GN.

Le standard 0,5 McFarland (qui correspond & 1.5 x 108 cellules/mL) est une suspension qui
permet, de determiner la densité d’une suspension bactérienne grace a une comparaison
visuelle (Gayathiri,2018) . Pour préparer le standard 0,5 McFarland, mélangez 0,05 mL de
0,048 M BaCl.a 9,95mL de 0,18 M H2SO4 (Andrews,2006).

Ensuite, des disques en papier imbibés de la solution de I’H20, (50mM, 100mM et
200mM) sont déposés sur GN de maniere a avoir un contact avec les bactéries. Un disque

imbibé dans de I’eau distillée stérile (Témoin négatif) est aussi déposé.

Les boites sont incubées a 30 °C pendant 24h. Les diametres des zones claires
circulaires, entourant le disque en papier, dans laquelle la croissance bactérienne est inhibée,
sont mesurés, afin d’estimer la sensibilité/résistance des isolats a ’oxydant.

Une zone claire signifiée une sensibilité de la souche a I’H202. Une absence de cette zone,

signifi¢ une résistance de la souche I’H20..
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2
=T

Suspension  bactérienne
correspondant a  une
turbidité de 0,5

Le standard 0,5
McFarland

McFarland

Figure 3 : Exemple de la préparation d’une suspension bactérienne correspondant a 0.5
McFarland

5.5. Test de Catalase

La catalase est une enzyme, qui catalyse la réaction de dégradation du peroxyde
d'hydrogene (H20.) selon la réaction suivante :
H202 Catalase . H0+ %0,

|

Le test consiste a prélever une colonie a partir des boites de GN de chague isolat et la mettre

en contact de I’ H202 placé sur une lame.
Les isolats a catalase positive, dégradent 1’H2O>, ce qui se traduit par la présence de bulles

d’air synonyme d’un dégagement d'oxygene (Stilees et Holzapfel,1997).

5.6. Résistance intrinséque des isolats aux antibiotiques

Le test de résistance/sensibilité des bactéries aux antibiotiques a été réalisé, sur des

bactéries isolées a partir des gommes, par la méthode de diffusion sur disques d’antibiotiques.
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100 pL de chaque suspension bactérienne (correspondant a une turbidité de 0,5 McFarland)
sont étalés sur milieu Miueller-Hinton. Ensuite, des disques d’antibiotiques (Ampicilline,
Cefotaxime, Ciprofloxacine et Rifampicine) sont déposés sur Mueller-Hinton de maniere a
avoir un contact avec les bactéries. Les boites sont incubées a 30 °C pendant 24h. Les
diametres des zones claires circulaires, entourant le disque en papier, dans laquelle la
croissance bactérienne est inhibée, sont mesurés, afin d’estimer la sensibilité/résistance des
isolats aux différents antibiotiques.

Une zone claire signifiée une sensibilité de la souche a I’antibiotique. Une absence de cette
zone, signifie une résistance de la souche a I’antibiotique.

Tableau 2 : Diamétres critiques pour ’appréciation de la Sensibilité/Résistance selon les
recommandations du comité de I’antibiogramme de la société francaise de microbiologie

Communiqué 1997.

Diametres critiques
(mm) Charge du disque
Antibiotique Sensible (S) Résistante (R) (ng)
Ampicilline >1 <20 2 ug
Rifampicine >19 <14 30 ug
Ciprofloxacine >22 <19 5ug
Céfotaxime >21 <15 30 ug

5.7. Analyse de I’utilisation des différentes sources de carbone

Pour cette analyse un milieu minimum constitué de 1g de KoHPOa, 1g de KH2POg,
0,01g de FeCls6H20, 0,29 de MgSQO4,7H20, 0,2 g de CaCl, et 1g NH4ClI dissoute dans 1L
d’cau distillée a été utilisé (Kishinevsky et al., 2003).

Ce milieu est additionné du Bleu de Bromothymol comme indicateur de pH et de croissance
bactérienne a raison de 25 mg/L.

Chague tube a essai est rempli avec 5 mL de ce milieu minimum.

Les différentes sources de carbone utilisées (glucose, lactose, galactose, fructose et xylose)
sont préparées en solution de 1% et ajoutés au milieu minimum liquide, comme seule source
de carbone, pour les avoir a une concentration finale de 0.1%.

Chague tube a essai contenant 5 mL de milieu minimum additionnés de 0.1% de source de

carbone est inoculé avec 100 pL de pré-culture de chaque d’isolat. Les différents tubes sont
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incubés a 30°C pendant 24h.

5.8. Caractérisation des isolats sur milieu Kligler Hajna

Ce milieu permet de mettre en évidence plusieurs caractéres biochimiques
(Kligler,1918 in Gillies,1955) .Comme mentionné précédemment, ce milieu est préparé en
tube a essai de sorte a avoir une pente et un culot.

La pente est ensemencée par stries puis le culot par piqire centrale a 1’aide de la méme
pipette Pasteur fermée. L’ensemencement est effectué en utilisant une suspension bactérienne
(correspondant a une turbidité de 0,5 McFarland). Le bouchon du tube est légérement dévissé

pour permettre la production de gaz. Les tubes sont ensuite incubés a 30 C° pendant 24h.,

Suspension bactérienne a une Ensemencement de la pente en stries
turbidité de 0.5 McFarland serrés par pipette pasteur boutonné sur
Milieu Kligler Hajna

_ —

Ensemencement  par piqure centrale
dans culot

Figure 4 : Représentation schématique de la méthode d’ensemencement dans le milieu

Kligler Hajna
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6. Recherche d’activité gélatinase

Ce test permet de différencier entre les isolats a gélatinase positifs et gélatinase
negatifs. Les gélatinases sont des protéases extracellulaires secrétées par certaines bacteries et
qui hydrolysent la gélatine en acide aminé pour des voies métaboliques (Leboffe et Pierce,

02 o

\\‘ Gelatinase \ Gélatinase
Gélatine » polypeptides » acides aminés

|

Pour détecter I’activité gélatinase, le BN gélatiné a 15% (la gélatine sert a la fois
comme agent solidifiant et un substrat pour I’activité gélatinase), est ensemencé avec 1 mL de
pré-culture de chacun des isolats a tester et incubé a 30 °C pendant 24h, contre un blanc
incubé dans les mémes conditions sauf que 1mL de la pré-culture est remplacé par 1 mL du

milieu BN stérile.

Les isolats a gélatinases positives, hydrolysent la gélatine et le milieu devient liquide,

et si les isolats sont gélatinases négatives, le milieu reste solide (De la cruz et Torres ,2012).
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1. Isolement des bactéries a partir des échantillons de gommes

L’isolement des bactéries a été réalisé a partir des différentes gommes : la gomme
arabique 1 achetée du commerce a Oran, la gomme 2 de ’arbre d’abricotier de Tizi-Ouzou,
la Gomme 3 de I’arbre d’amandier de la wilaya d’Ain Témouchent, la Gomme 4 achetée du
commerce a Tizi-Ouzou, 1g de chaque gomme est mélangé avec 10 mL d’eau distillée. 100
pL de la solution sont étalés a la surface de la gélose nutritive.

Apres une incubation a 30°C pendant 24 a 48 h les colonies obtenues ont été purifiées
par des repiquages successifs sur Gélose Nutritive (GN). 8 isolats ont été sélectionnés, un
code a été attribué a chacun de ces isolats :

IGA1-1: I’isolat 1 de la gomme arabique 1 achetée a Oran.

IGA1-2 : I’isolat 2 de la gomme arabique 1 achetée a Oran.

IGA 2-1 : I’isolat 1 de la gomme 2 de I’arbre d’abricotier de Tizi-Ouzou.

IGA 2-2 : I’isolat 2 de la gomme 2 de I’arbre d’abricotier situé a Tizi-Ouzou.
IGA 3-1: I’isolat 1 de la gomme 3 de I’arbre d’amandier situé¢ a Ain Témouchent.
IGA 3-2 : I’isolat 2 de la gomme 3 de I’arbre d’amandier situé a Ain Témouchent.
IGA 4-1: I’isolat 1 de la gomme 4 achetée a Tizi-Ouzou.

IGA4-2 : I’isolat 2 de la gomme 4 achetée a Tizi-Ouzou.

2. Vérification de la pureté des isolats et détermination de leurs caractéristiques
microscopiques
2.1. Observation microscopique des isolats
L’observation microscopique, apres coloration de Gram, permet de vérifier la pureté des
isolats et de déterminer leur Gram ainsi que leur morphologie. Le tableau 3 représente les

résultats obtenus.
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Tableau 3 : Récapitulatif des résultats de ’observation microscopique des isolats des

différentes gommes

Les isolats GRAM Forme
IGAL-1 - Cocci
IGAL-2 - Cocci
IGA2-1 + Coccobacille
IGA2-2 + Cocci
IGA3-1 - Coccobacille
IGA3-2 - Coccobacille
IGA4-1 + Coccobacille
IGA4-2 - Coccobacille

Les résultats de la caractérisation morphologique des isolats ont montré la présence
de deux formes : les cocci et les coccobacilles (Tableau 3). L’observation microscopique a
révélée que les colonies isolées et purifiées des isolats IGA 4-1, IGA2-1 sont a Gram positif
sous forme de coccobacille et I’isolat IGA2-2 est aussi Gram positif mais sous forme de cocci
(Figure 5).

Figure 5: Exemple de résultat de coloration de Gram de I’isolat IGA2-2 (cocci Gram positif)

(observation par microscope optique Gx100x10 a immersion)

Les isolats IGAL-1, IGA1-2 sont a Gram négatif sous forme de cocci et 'isolat IGA 3-1,
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IGA3-2 et IGA4-2 sont Gram négatif et apparaissant sous formes de coccobacille.
On observe que le pourcentage des Gram négatif est plus important que celui des isolats Gram
positif alors que la forme des bactéries varie entre cocci est coccobacille (Figure 6).

Ces résultats ne sont pas en accord avec des travaux qui ont montré que les bactéries
dominantes contaminant la gomme arabique sont des batonnets Gram+ et des cocci Gram+,
mais ces derniers ont été détectés en quantités insignifiantes (Karamalla et al.,1998 in
Kheir,2005).

m Coci Gram -
B Cocci Gram+
i Cocobacille Gram+

B Cocobacille Gram -

Figure 6 : Répartition de la forme et du Gram des isolats des différentes gommes

3. Analyse de I’effet des différents stress sur les isolats
3.1. Influence du pH sur la croissance bactérienne

Les microorganismes peuvent croitre généralement a différents pH et sont décrits, en
fonction du pH optimal de leur croissance, comme des acidophiles (pHs acides), des
neutrophiles (pHs neutres) et des alcalophiles (pHs alcalins) (Jin et Kirk,2018 ; Sanchez-
Clemente,2018).

L’influence du pH sur la croissance des différents isolats a été testée sur du Bouillon
Nutritif (BN) ajusté a pH 5, 7 et 9.

La mesure de la densité optique & 600 nm nous a permis d’observer que tous les
isolats peuvent croitre aux pHs testés (pH 5, 7 et 9) (Figure 7). La plupart des bactéries non
extrémophiles se développent sur une large gamme de valeurs de pH allant de 5,5 a 9 (Padan

et al.,2005;Slonczewski et al.,2009) par exemple la bactérie Rhizobium qui s’associe a Acacia

27



Résultats et discussion

senegal peut croitre a des pH allant de 5 jusqu’a 9 (Fall et al.,2007).

DO600nm

1.8
1.6
1.4
1.2

B pHS

0.8 - mpH7

0.6 - pH9
0.4 -
0.2 - -
0 - T
IGAL-1 IGAL-2 1GA2-1 1GA2-2 IGA3-1 IGA3-2 IGA4-1 IGA4-2

Les isolats

Figure 7: I’influence du pH sur la croissance des différents isolats

Tous les isolats testés, le pH 7 est le pH optimal de croissance, ils sont donc considérés
comme neutrophile (Jain et Sinha, 2008).
On observe que les isolats IGA2-1, IGA4-2 présentent une croissance plus faible a pH 5 par
rapport a pH 7. Ces résultats sont en accord avec des études sur des bactéries neutrophiles
comme Staphylococcus aureus , Pseudomonas aeruginosa , qui ont montré que ces bacteries
présentaient une croissance plus faible a pH 5 par rapport a pH 7 (Wiegand et al.,2015 ;Kim
et al.,2018) .

Le résultat montre aussi que la croissance de I’isolat IGA3-1 a pH 7 est similaire a la
croissance a pH 5. Des résultats similaires de bactéries acidoneutrophiles ont été trouveés. En

effet, des bactéries acidoneutrophiles, isolées du sol ont été signalées par Huang et al.,(2018).

Cependant a pH 9, les isolats présentent la plus faible croissance par rapport a pH 5,
sauf pour I'isolat IGA2-1 et IGA 4-2 qui présentent une croissance similaire a pH 5 et pH 9.
Des résultats similaires ont montré que chez des bactéries neutrophiles comme Escherichia
coli, la courbe de croissance est plus élevée a pH 5 qu’a pH 9, ce qui indique que cette
bactérie peut mieux s'adapter a des conditions légerement acides que des conditions basiques
(AlRabiah et al.,2018).
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3.2. Influence du NaCl et du CaCl; sur la croissance bactérienne
Les micro-organismes sont exposes a une variété de parametres environnementaux qui
définissent leurs habitats, I'un des facteurs environnementaux, le plus importants est le sel
(Rubiano-Labrador et al.,2015).
La tolérance des différents isolats au stress salin a été testée sur BN additionnée de
NaCl ou du CaCl> a des concentrations finales de 1 et 2%.

Les résultats obtenus sont représentés dans 1’histogramme suivant :

DO 600nm
0.8

0.6

0.4

0.2

IGAL-1 IGA1-2 IGA2-1 IGA2-2 IGA3-1 IGA3-2 IGA4-1 IGA4-2

Les isolats
WSansSels MNaClal% MNaCla2% MCaCl2al% MCaCl2a2%

Figure 8 : I’influence du (NaCl et CaCl,) sur la croissance des isolats

La majorité des microorganismes ne peuvent pas tolérer des niveaux de salinité
supérieurs a 1 et 1,5% de NaCl (Mcnaboe,2017), les résultat obtenus (Figure 8) montrent que
tous les isolats ont pu croitre aux concentrations de 1 et 2% de NaCl et de CaCl,. Cependant a
la concentration de 2%, les isolats présentent une plus faible croissance par rapport a la
concentration de 1%, et ceci pour le NaCl et le CaClz. Nos isolats sont, donc, considérés
comme légérement tolérants aux sels (Rahman et al.,2017).

Notre étude a montré aussi que la croissance des trois isolats, IGA2-1, IGA3-2 et
IGA4-1, est faiblement affectée par la présence du NaCl (1% et de 2%) et la croissance des
deux isolats IGA1-1 et IGA2-2 est faiblement affectée par la présence du CaCl, (1% et 2%).

Ces résultats montrent aussi que la croissance des isolats IGA3-1, IGA4-2 et IGA1-2
diminue fortement en présence du NaCl et du CaCl, & une concentration de 2% et pour les
deux isolats 1IGA3-2 et IGA2-1 on remarque que la croissance diminue fortement, mais
seulement, en présence du CaCl a une concentration de 2%.

Cette résistance peut étre due a I’adaptation des microorganismes aux variations des
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pressions osmotiques du milieu par I’accumulation d’osmolyte dans le cytoplasme (proline
,glutamate ,potassium ,glycine bétaine ) ( Csonka, 1989 ;Romeo et al.,2001) par leur synthese
de novo ou par leur transport depuis le milieu de culture (Bremer et Kramer,2019).
3.3. Influence des colorants sur la croissance bactérienne

Les effets inhibiteurs des colorants sur les bactéries ont été étudiés par Churchman,
(1912) et Kline, (1935), les colorants sont largement utilisés pour leurs propriétés inhibitrices
et différentielles (la fuchsine basique, le violet de cristal, le bleu de méthyléne, rouge neutre et
le vert brillant) (Fung et Miller, 1973).

L’influence des colorants sur la croissance des différents isolats a été testée sur BN
contenant du rouge neutre et du vert brillant & une concentration finale de 1%. Les résultats

obtenus sont représenté dans I’histogramme suivant :

1.6
DO 600nm
1

1.2

IGA1-1 IGAL-2 IGA2-1 IGA2-2 IGA3-1 IGA3-2 IGA4-1 IGA4-2

Les isolats

M Sans Colorant M Avec Rouge Neutre avec Vert Brillant

Figure 9 : I'influence des colorants sur la croissance des différents isolats

Les résultats obtenus (Figure 9) montrent qu’en présence du vert brillant la croissance
des isolats a considérablement diminué. On remarque que ce colorant possede un bon effet
inhibiteur sur la majorité des isolats. En effet, pour les isolats IGA1-2, IGA3-1 et IGA3-2, la
croissance a fortement diminué. Par contre, la croissance de I’isolat IGA2-2, IGA4-1 et IGA1-
1 est faiblement affectée en présence de ce colorant, un méme effet inhibiteur a été démontré
par Kline, (1935) sur Escherichia coli, Aerobacter aerogenes , Citrobacter sp , Bacillus

subtilis et Bacillus cereus.
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En revanche on observe que le rouge neutre posséde un effet sélectif sur les isolats en

effet, pour les deux isolats de la gomme 4 (IGA4-1, IGA4-2) aucune croissance n’a été
observé en présence de ce colorant et la croissance des isolats IGAL-2 et IGA2-1 a été
faiblement affecte.
Dans des études similaires de Fung et Miller, (1973) ont montré 1’action du vert brillant sur
les bactéries. 1l a été constaté par les résultats de cette étude que certaines bactéries ne se
développaient pas dans des milieux contenant du vert brillant, tandis que pour d’autres
bactéries la croissance n’a pas été affectée en présence de ce colorant. Le premier groupe
correspond au groupe Gram positif, le second au groupe Gram négatif de bactéries.

Cependant aucune différence n’a été constatée dans I’influence des deux colorants en
fonction du Gram, positif ou négatif, dans nos isolats. On constate que le taux de croissance
des isolats IGA4-1 (Gram+) et IGA4-2 (Gram-) est similaire en présence de vert brillants, de
méme que pour les isolats IGA2-1(Gram+) et IGA1-1(Gram -).

3.4. Test de sensibilité/résistance a I’'H20> par la méthode de diffusion sur disque
Les microorganismes vivent dans des environnements ou ils sont exposés a différents
stress. Le stress oxydatif, est sans doute le stress le plus inévitable pour les cellules dans les
environnements aérobies (Jiang et al.,2014).
Le test de résistance/sensibilité des isolats a 1’H>O2 (qui peut causer un stress
oxydatif) a été effectué par la méthode de diffusion sur disques contenant différentes
concentrations d’H20,. Aprés incubation, les diamétres des zones claires circulaires,

entourant le disque en papier (Figure 10) ont été mesurés.

Figure 10 : Exemple de résultat de la Sensibilité/Résistance de I’isolat (IGA3-2) a I’H20>
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L’appréciation de la sensibilité des isolats bactérien a 1’'H.O; a été faite selon les
criteres de Kouadio et al.,(2017), ainsi, un isolat est dit, résistant si le diamétre d’inhibition est
inferieur ou égal a 8 mm, sensible si le diamétre est compris entre 9 et 14 mm, trés sensible si
le diametre est compris entre 15 et 19 mm et extrémement sensible si le diamétre est supérieur

ou égal a 20 mm. Le tableau suivant montre les résultats obtenus de ce test.

Tableau 4 : Résultats du test de sensibilité/résistance a I’H>O> par la méthode de
diffusion sur disque.

centration d’H20; 50mM | 100mM 200mM
Isolats

IGAL-1 Diamétre mm 10 14 15
Caractéristique | Sensible | Sensible Tres sensible
de la souche

IGA1-2 Diametre mm 10 15 17
Caractéristique | Sensible Tres Tres sensible
de la souche sensible

IGA2-1 Diametre mm 10 17 20
Caractéristique | Sensible Tres Extrémement
de la souche Sensible sensible

IGA2-2 Diametre mm 10 10 15
Caractéristique | Sensible | Sensible Tres sensible
de la souche

IGA3-1 Diametre mm 8 14 20
Caractéristique | Résistant | Sensible Extrémement
de la souche sensible

IGA3-2 Diametre mm 7 10 13
Caractéristique | Résistant | Sensible Sensible
de la souche

IGA4-1 Diametre mm 5 10 20
Caractéristique | Résistant | Sensible Extrémement
de la souche sensible

IGA4-2 Diametre mm 8 10 22
Caractéristique | Résistant | Sensible Extrémement
de la souche sensible

L’analyse du comportement de chaque isolat vis-a-vis les différentes concentrations
d’H20: testées nous a permis de constater que les diametres de la zone d’inhibition de tous les
isolats est proportionnelle a la concentration d’H.O» (Tableau 4). Le pourcentage de
résistance/sensibilité des isolats en fonction de la concentration de I’'H20- est représenté dans

la Figure 11.
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50mM 100mM 200mM

M Resistant

B Sensible
= Tres sensible

H Extremement sensible

Figure 11: Le pourcentage d’effets des différentes concentrations d’H20- sur les isolats

Il a été montré que, selon sa concentration, 1’H>O> exerce une action bactériostatique
ou bactéricide (Juven et Pierson,1996).

Les résultats obtenus de ce test montrent que les isolats présentent différents profils
Sensibilité/Résistance vis-a-vis de chaque concentration d’H20x.

A la concentration de 50mM, les isolats IGA1-1, IGA1-2, IGA2-1, IGA2-2 sont
sensibles et les isolats 1IGA3-1, 1IGA3-2, IGA4-1, IGA4-2 sont résistants a cette méme
concentration.

A la concentration de 100mM les isolats IGA2-1, IGA1-2 sont trés sensibles, alors
que les isolats IGAL-1, IGA2-2, IGA3-1, IGA3-2, IGA4-1 et IGA4-2 sont sensibles a cette
concentration.

A la concentration de 200mM, I’isolat IGA3-2 est sensible au traitement d’H203.
Cependant, les isolats IGA2-1, IGA4-1, IGA3-1 et IGA4-2 sont extrémement sensibles a la
concentration de 200mM d’H20-, ceci est en accord avec les travaux de Thomas et al.,(1994)
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qui ont montré que le H>O> est toxique a une concentration de 200mM.

La toxicité du H20O- est due a sa capacité a générer des espéces réactives de l'oxygéne
telles que le radical hydroxyle, qui est un puissant oxydant (Juven et Pierson,1995).

L'un des contributeurs & la résistance au H2O2 de nos isolats est probablement la
catalase, qui est potenticllement I’enzyme la plus importante dans la protection, des cellules,
contre les concentrations élevées de H202 (Thomas, et al.,1994 ;Nakamura et al.,2012). Ceci
a été démontré chez Escherichia coli, ou les mutants ayant une déficience en catalase étaient
sensibles a ’H20, (Loewen,1984), alors que les mutants surproducteurs de la catalase étaient
plus résistantes a H>O, (Greenberg et Demple,1988). Pour cela, la catalase a été recherchée
chez les différents isolats.

3.5. Test de la catalase
Ce test permet la mise en évidence la présence ou pas d’activité catalasique. La catalase est
une enzyme, qui catalyse la réaction de dégradation du peroxyde d'hydrogéne (H202) selon la
réaction suivante :
H>0> Catalase , H20+ %20,

Comme mentionné dans la partie matériel et méthodes, le test consiste a prélever une
colonie a partir des boites de GN de chaque isolat et la mettre en contact de 1’H>O> placé sur
une lame.

Les isolats a catalase positive, dégradent I’H2O2, ce qui se traduit par la présence de
bulles d’air (Figure 12) synonyme d’un dégagement d'oxygéne (Stilees et Holzapfel,1997). Ce

test a révélé que tous les isolats sont catalases positives

Figure 12 : Résultat positif de test de recherche de catalase

En comparant les résultats obtenus dans le test de sensibilité/résistance a I’'H20- et le
test de recherche de catalase on observe que les isolats IGA1-1, IGA1-2, IGA2-1 et IGA2-2
sont sensibles a toutes les concentrations d’H20; testées. Une activité catalase plus faible
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pourrait étre responsable d’une plus grande sensibilité a 'H20-, ainsi, les résultats de Ohwada
et al., (2014) ont montré qu'il y avait une corrélation positive et mutuelle entre la résistance a
I’'H20; et l'activité catalase, des résultats similaires ont éte trouvés aussi chez Pseudomonas
aeruginosa, ou lorsque I’activité catalase est faible, une plus faible résistance a 1’H»0, était
observée (Khakimova et al.,2020).

3.6. Résistance intrinséque des isolats aux antibiotiques

Le test de résistance/sensibilité aux antibiotiques a €té réalisé sur des bactéries isolées
a partir des gommes, par la méthode de diffusion sur disques d’antibiotiques (Ampicilline,
Cefotaxime, Ciprofloxacine et Rifampicine). Aprés incubation, les diametres des zones claires
circulaires (Figure 13), qui indiquent que la croissance bactérienne est inhibée par
I’antibiotique, entourant le disque en papier sont mesurés.

Figure 13 : Exemple de résultat de la Sensibilité/Résistance de I’isolat (IGA 2-2) aux
antibiotiques
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L’interprétation des résultats est faite selon les Recommandations du comité de

I’antibiogramme de la société frangaise de microbiologie Communiqué 1997, les résultats

sont représenté dans le tableau suivant :

Tableau 5 : Résultats de la résistance intrinséque des isolats vis-a-vis des antibiotiques testés

Isolats Céfotaxime | Ampicilline | Rifampicine | Ciprofloxacine

IGAL1-1 | Diametre mm 0 0 5 15
Caractéristique | Résistante Résistante Résistante Sensible
de la souche

IGAL1-2 | Diametre mm 0 0 5 15
Caractéristique Résistante Résistante Résistante Sensible
de la souche

IGA2-1 | Diamétre mm 0 0 7 15
Caractéristique Résistante Résistante Sensible Sensible
de la souche

IGA2-2 | Diamétre mm 0 0 6 15
Caractéristique Résistante Résistante Sensible Sensible
de la souche

IGA3-1 | Diametre mm 0 0 8 12
Caractéristique Résistante Résistante Résistante Sensible
de la souche

IGA3-2 | Diametre mm 0 0 8 15
Caractéristique Résistante Résistante Résistante Sensible
de la souche

IGA4-1 | Diametre mm 0 0 6 15
Caractéristique Résistante Résistante Sensible Sensible
de la souche

IGA4-2 | Diametre mm 0 0 5 12
Caractéristique Résistante Résistante Résistante Sensible
de la souche

Les résultats de I’antibiogramme montrent que les 8 isolats présentent une résistance

vis-a-vis de I’ampicilline et du Céfotaxime et une sensibilité vis-a-vis de I’antibiotique

Ciprofloxacine. C’est-a-dire que pour ces 3 antibiotiques les 8 isolats ont le méme profil.

Cette résistance aux antibiotiques, peut étre aussi étre la conséquence de l'application

d’antibiotiques sur les arbres qui peuvent atterrir sur d'autres surfaces végétales et donc avoir

un impact sur les bactéries habitant la phyllosphere de ces plantes (Sundin et
Wang,2018 ;Stockwell et Duffy,2012), cette hypothése peut étre confirmée par les travaux de
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Cernava et al , (2019) qui ont démontré que la plus grande abondance de géne de résistance
aux antibiotiques a été récupérée de la phyllosphére.

Cependant pour Rifampicine les isolats IGAL-1, IGAL-2, IGA3-1, IGA3-2 et IGA4-2,
sont résistants et les isolats IGA2-1, IGA2-2 et IGA4-1 sont sensibles. Ces derniers isolats
sont Gram +, et les résultats obtenus sur leur sensibilité a la Rifampicine sont en accord avec
les travaux de Bliziotis et al., (2007) qui ont montré que les bactéries Gram+ étaient sensibles
a la Rifampicine.

La résistance aux antibiotiques est définie comme la capacité génétique des bactéries a
posséder des genes qui permettent la résistance a I'effet inhibiteur des antibiotiques (Khan et
al.,2019). Cette résistance peut étre acquise par des événements de mutation genique ou par
transfert génétiques horizontal des génes par des processus tels que la conjugaison, la
transformation et la transduction (Sultan et al.,2018).

La résistance aux antibiotiques peut résulter, entre autres, d'une altération enzymatique de la
molécule d'antibiotique pour réduire son activité antibactérienne ou des changements au
niveau de la cible de I’antibiotique ce qui réduit la sensibilité de la bactérie vis-a-vis de cet

antibiotique (Sharkey et O'Neill, 2019).

4. Analyse de I’utilisation des différentes sources de carbone par les différents isolats

Les sources de carbone sont I'une des sources les plus importantes pour la cellule aussi
bien pour la génération d'énergie que pour la biosynthese des composants cellulaires. La
plupart des organismes vivants, y compris les bactéries, peuvent utiliser divers composés
comme sources de carbone. Ces sources de carbone peuvent étre co-métabolisés ou utilisés de

maniéere sélective (Shimizu,2013).
Pour ce test, les isolats ont été caractérisés selon I'utilisation ou pas de différentes

sources de carbone (glucose, lactose, galactose, fructose et xylose). Les résultats obtenus sont

répertoriés dans le tableau 6.
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Tableau 6 : Résultats de la croissance des isolats dans différentes sources de carbone

Les Témoin | Glucose | Lactose | Galactose | Fructose | Xylose

isolats

IGA 1-1 - +++ + + +++ +/-
IGA 1-2 - +++ + + ++ +/-
IGA 2-1 - +++ + ++ +++ +/-
IGA 2-2 - +++ ++ +/- ++ -
IGA 3-1 - +++ + ++ +++ +
IGA 3-2 - +++ +/- ++ +++ +
IGA 4-1 - +++ +/- ++ +++ +
IGA 4-2 - ++ +/- + +++ ++

Les résultats de ce test (Figure 14) montrent que tous les isolats assimilent le glucose
et le fructose tandis que la fermentation des autres sucres est variable d’un isolat a un autre.
Ces résultats sont en accord avec les résultats de Abdel Rahman, (2004), qui ont montré que
les isolats contaminants la gomme arabique dégradaient le glucose et le fructose. Cependant,
selon nos résultats, le glucose constitue le substrat préférentiel qui donne une bonne
croissance par comparaison au reste des glucides.

Pour le galactose tous les isolats ont pu utiliser ce sucre sauf I’isolat IGA2-2 qui a
faiblement assimilé ce sucre. Cette bonne assimilation de ce sucre peut étre expliquée par le
fait que le galactose entre dans la composition de la gomme et représente 44% des sucres de la
gomme (Renard et al.,2006 ;Daoub et al.,2018). Pour le lactose, tous les isolats ont bien
assimilés ce sucre, sauf pour les isolats IGA3-2 IGA4-1 et IGA4-2 qui ont faiblement utilisés
ce sucre.

Le xylose, a €été assimilé par les isolats IGA3-1, IGA3-2, IGA4-1 et IGA4-2 et non ou
faiblement assimilé par les autres isolats.

L’isolat IGA3-1 reste le seul isolat qui assimile tous les glucides testés.
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Figure 14 : Exemple de résultat la croissance de I’isolat IGA2-2 dans différentes
sources de carbone

5. Caractérisation des isolats sur milieu Kligler Hajna

Ce milieu permet de mettre en évidence plusieurs caracteres biochimiques: la
fermentation simultanée du glucose et du lactose, la production d’hydrogéne sulfuré et la
production du gaz (Bailey et Lacy,1926). Les résultats de ce test sont représentés dans le
tableau suivant :

Tableau 7 : Résultats de la croissance des isolats sur milieu Kligler Hajna

Isolats Glucose Lactose H.S Gaz

T - - - -
IGA 1-1 + + - +
IGA1-2 - - + -
IGA2-1 - - + -
IGA2-2 - - + -
IGA3-1 + + - +
IGA3-2 + + - -
IGA4-1 + + - +
IGA4-2 + + - +

Sur le milieu Kligler Hajna on observe que 5 des isolats (IGA1-1,1IGA3-1,IGA3-
2 ,IGA4-1, IGA4-2) dégradent, simultanément, le glucose et le lactose qui se matérialise par
un virage de couleur au jaune (virage du culot au jaune indique la dégradation du glucose,

virage de la pente au jaune indique la dégradation du lactose) (Figure 15) due a I’acidification
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du milieu. Ces mémes isolats ne produisent pas d’H»S et produisent du gaz qui se traduit par
un décollement de la gélose (Figure 15) a I’exception de I’isolat IGA3-2, qui n’a pas produit
du gaz et d’HaS.

Cependant, les 3 isolats IGA1-2, IGA2-1et IGA2-2 sont incapables de fermenter les
deux sucres, mais ont pu produire de I’H>S formant un précipité noir dans le milieu. Ces
résultats montrent que seulement 3 isolats ont pu produire de I’'H.S. Les travaux de Abdel
Rahman, (2004) réalisés sur la microflore contaminant la gomme arabique, ont montrés que

seulement 12 isolats sur 50 ont produit I’'H>S.

Apparition de
couleur  noir
indiquant  la—

Décollement  de
la gélose due a la
production de gaz
et virage de
couleur de la
pente et du culot

~ vers le jaune

production de

H.S

Figure 15 : Exemple des résultats de la caractérisation des isolats sur milieu Kligler Hajna

Les résultats du test Kligler Hajna sont complémentaires avec les résultats du test de
’utilisation des différentes sources de carbone qui confirme que le glucose constitue le
substrat préférentiel qui donne une bonne croissance par comparaison au reste des glucides,
ainsi ce sucre a été utilisé selon deux processus différent soit un processus oxydatif en aérobie
dans le test d’analyse des sources de carbone soit par un processus fermentatif en anaérobie
dans le culot du milieu Kligler Hajna (Da Silva et al.,2013).

Pour les isolats, IGAL-1, IGA3-1, IGA3-2, IGA4-1 et IGA4-2, les résultats obtenus

sur milieu Kligler Hajna confirment les résultats de 1’analyse de I'utilisation des différentes
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sources de carbone ces isolats sont glucose et lactose positive dans les deux tests.

Cependant des résultats différents ont été obtenus pour les isolats IGAL-2, IGA2-1,
IGA2-2, ces derniers étant glucose positif dans le test d’analyse du source de carbone mais
glucose négatif sur milieu Kligler Hajna indiquant un métabolisme oxydatif du glucose du fait
qu’ils étaient incapables de fermenter le glucose dans le culot du milieu Kligler Hajna (en
anaérobiose) ainsi ces isolats sont considéré comme aérobie strict (Hugh et Leifson,1953 ;Da
Silva et al.,2013).

Des résultats différents ont aussi été obtenus pour le lactose pour ces mémes isolats (IGA1-2,
IGA2-1 et IGA2-2) ou ils ont utilisé le lactose dans le milieu minimum contenant le lactose
comme seule source de carbone mais il n’a pas été utilisé dans le milieu Kligler Hajna

indiquant que ce glucide est faiblement ou lentement utilisé dans le milieu Kligler Hajna.

6. Recherche d’activité gélatinase

Les protéases sont un groupe d'enzymes, qui sont principalement produites a partir de
microorganismes, qui catalysent I'nydrolyse totale des protéines (Rao et al.,1998) et elles sont
utilisées dans diverses industries telles que 1’industrie des détergents, les industries
alimentaires, pharmaceutiques, du cuir et du textile (Temam, 2017).

Ce test permet de mettre en évidence I’activité gélatinase extracellulaire des isolats récuperés
des différents échantillons de gommes. Un résultat positif de traduit par liquéfaction du milieu

gélatiné (Figure 16).
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Le milieu devient liquide
apres I’hydrolyse de la
gélatine

Figure 16 : Exemple de résultat gélatinase positive de I’isolat (IGA1-2).

Ce test de recherche d’activité gélatinase montre que tous les isolats sont a gélatinase
positive a I’exception des isolats IGA1-1 et IGAL-2 qui sont gélatinase négative. Il a été déja
montré 1’existence de bactéries a gélatinase négative isolees a partir de Rosa rugosa
(Hashidoko et al.,2002).

Les résultats obtenus sont représentés dans le tableau suivant :

Tableau 8 : Résultats de la recherche d’activité gélatinase des isolats

Isolats IGAL-1 | IGAL1-2 | IGA2-1 | IGA2-2 | IGA3-1 | IGAS3-2 IGA4-1 IGA4-2

gélatinase - - ++ ++ + ++ ++ ++

L’isolat IGA3-1, qui a une activité gélatinase positive, possede la plus faible activité
comparé aux 5 autres isolats a gélatinase positive.
Des activités gélatinases ont été observées chez différentes espéces bactériennes comme
Bacillus halodurans (Balan et al.,2012), Enterococcus faecalis (Guneser et Eldeniz,2016)

Pseudomonas aeruginosa (Stehling et al.,2008).

Des bactéries protéolytiques ont été isolées a partir de nombreux environnements
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(Hamdani et al.,2019). Les bactéries protéolytiques représentaient 18 a 58% de la population
bactérienne isolée de la rhizosphére (Vagnerova et Macura ,1974). Des activités
protéolytiques ont été aussi observées chez des microorganismes phyllospheriques comme le
Lactobacillus fermentum isolé & partir de feuilles de Vinca rosea par Sivakumar et al, (2020).

7. Discussion générale

L’objectif de notre projet de recherche vise la caractérisation de 1’aspect phénotypique
la communauté bactérienne de différentes gommes.

Au total, 8 isolats ont été isolés a partir de différentes gommes récupérées de
différentes régions : la gomme arabique 1 achetée du commerce a Oran, la gomme 2 de
I’arbre d’abricotier de Tizi-Ouzou, la gomme 3 de I’arbre d’amandier de la wilaya d’Ain
Témouchent et la gomme 4 achetée du commerce a Tizi-Ouzou.

Toutes les bactéries isolées ont ete observées au microscope aprés une coloration de
Gram. Cette observation a montré que parmi les 8 isolats, 5 sont a Gram- et ceux qui sont 3
sont a Gram+.

Parmi les 8 isolats, les coccobacilles Gram- prédominent, ces résultats ne s’accordent
pas avec des travaux qui ont démontré que les bactéries dominantes contaminant la gomme
arabique étaient en forme de batonnets Gram+, formant des spores. Des batonnets Gram + ne
formant pas de spores et des types de bactéries en forme de cocci Gram+ ont été également
détectés, mais en quantités insignifiantes (Karamalla et al., 1998 in Kheir,2005) .

Le test de recherche de la catalase a indiqué que tous les isolats sont a catalase
positives, ces résultats sont en accord avec les résultats de Abdel Rahman,(2004) dans son
étude sur la microflore contaminant la gomme arabique ou seulement 4 isolats étaient catalase
négative sur un totale de 50 isolats.

En général, I'étude phénotypique a montré une grande biodiversité physiologique et
biochimique. En effet, les isolats étudiés ont montré une résistance variable aux différentes
conditions de pH, de salinité, de présence d’antibiotiques, de présence du peroxyde
d’hydrogene et des colorants.

La croissance a des pH différents est en fonction de l'isolat testé : nous avons
remarqué que le pH neutre est le plus convenable pour la croissance des différents isolats
testés.

La croissance a différentes concentrations de sels (CaCl, et NaCl) montre que chaque

isolat présente un comportement différent vis-a-vis de ce stress. Bien que la croissance des
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différents isolats est affectée par la présence de sels (CaCl. et NaCl), les résultats montrent
que la croissance des 3 isolats IGA2-1, IGA3-2 et IGA4-1 est similaire en absence et en
présence de NaCl.

Le test de croissance en présence de colorants, indique que les deux colorants testés
possedent des effets différents sur les isolats. En effet, la croissance de la majorité des isolats
n’a pas été influencée par le vert brillant. Cependant, en présence du rouge neutre la
croissance de certain isolat a été totalement inhibée alors que la croissance des autres isolats a
éte faiblement affectée.

Ce méme résultat, n’a pas permis de séparer entre les isolats Gram négatif et les isolats
Gram positif, ces résultats ne sont pas en accord avec les travaux de Fung et Miller,(1973) qui
ont trouvé que le vert brillant, en fonction de son influence sur la croissance, permettais une
bonne séparation entre les Gram négatif et les Gram positif. Les résultats de ces travaux ont
montré que les bactéries Gram négatif présentaient une plus grande résistance aux colorants
que les bactéries Gram positif.

Concernant, le test de sensibilité/résistance a I’'H202, on a constaté que la majorité des
isolats ont résisté au peroxyde d’hydrogene. Cette résistance a été surtout observée chez
I’isolat IGA3-2 qui présente une bonne résistance a toutes les concentrations du peroxyde
d’hydrogéne testées. Cette résistance des isolats a I’H>O> peut étre attribuée a la catalase. La
catalase est potentiellement la plus importante des enzymes de protection des cellules contre

les concentrations élevées de H.O> (Thomas et al.,1994).

Concernant, le test de sensibilité/résistance aux antibiotiques, tous les isolats ont
montrés une sensibilité vis-a-vis de 1’antibiotique ciprofloxacine. Cet antibiotique posseéde un
large spectre d’action sur les bactéries Gram positif et négatif (Zhanel et al., 1999).

Concernant la résistance a la rifampicine, les isolats Gram positif sont sensibles alors
que les isolats Gram négatif sont résistants. Ces résultats sont en accord avec les travaux de
Jammal et al.,(2015) qui ont montré que la rifampicine est inefficace contre les bactéries
Gram négatif. Un haut niveau de résistance contre l'ampicilline et la céfotaxime a été
remarque chez tous les isolats.

L’analyse de I’utilisation des différentes sources de carbone montre que tous les isolats
possedent une capacité a utiliser une variété de sources de carbone et aucun d’entre eux n’a pu
croitre sans les hydrates de carbone.

Tous les isolats ont consommé de fagon trés active le glucose et le fructose, cela peut
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étre due a I’origine végétale de la gomme car les sucres simples tels que le glucose, le fructose
sont les principales sources de carbone des bactéries sur les plantes (Lindow et Brandl,2003).
De la méme facon tous les isolats ont tres bien assimilés le galactose.

Une analyse complémentaire du profil fermentaire des sucres sur milieu Kligler
Hajna nous a permis de différencier entre les bactéries fermentant ou pas le glucose ou le
lactose, ce milieu nous permis de mettre en évidence la production de gaz et d’H>S.

La biogenese de HS a été principalement attribuée a la voie de transsulfuration, deux
enzymes constituent cette voie, a savoir la cystathionine beta synthase et la cystathionine
gamma lyase ( Kabil et Banerjee,2014). De nouvelles études indiquent que le H2S d'origine
bactérienne constitue un systeme de défense contre les antibiotiques et le stress oxydatif (Pal
et al.,2018).

Concernant la recherche d’activité gélatinase, la majorité des isolats possedent une
activité gélatinase (activité protéolytique). Cette activité présente une grande importance dans
I’industrie alimentaire (Mahaut et al., 2000).

La plupart des microorganismes, en particulier les non fixateurs d’azote, doivent
hydrolyser les protéines en composeés azotés de faible masse moléculaire afin d'assimiler
I’azote (Hayano,1996) , les bactéries de la gomme assimilent, probablement, leur azote
présent dans les protéines qui représentent la deuxieme fraction majeure (35.5%) apres la

fraction polysaccharidique (47.5%) du poids total de la gomme (Renard et al.,2006).

Concernant les résultats obtenus en fonction des isolats de chaque gomme, on
remarque qu’il y a une diversité physiologique et métabolique entre les isolats de chaque
gomme (Tableau 9) ainsi, pour la gomme arabique 1 achetée du commerce a Oran on observe
une différence de résistance aux sels et aux colorants entre les deux isolats ainsi qu’une
différence dans leur profil de fermentation (utilisation du lactose, production de gaz).

Pour la gomme 2 de I’arbre d’abricotier, récupérée, de Tizi-Ouzou on remarque une
différence morphologique (cocci, coccobacille) ainsi qu’une résistance différente au CaCly,
aux colorants et a I’'H20,, ces deux isolats different aussi dans leur capacité a utiliser les
sources de carbone.

Pour la gomme 3 de I’arbre d’amandier, récupérée, de la wilaya d’Ain Témouchent
aucune différence entre les deux isolats n’été observée sauf pour la résistance aux sels.

Pour la gomme 4, achetée du commerce a Tizi-Ouzou, on constate qu’il y a une
différence entre les isolats dans leur tolérance au NaCl ainsi qu’une différence dans leur

appartenance Gram positif et négatif.
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Les résultats de la caractérisation phénotypique des différents isolats sont récapitulés

dans le tableau suivant :

Tableau 9 : Récapitulatif des résultats de la caractérisation phénotypique des isolats

Les Isolats IGAL-1 | IGAL- | IGA2- | IGA2- | IGA3- | IGAS3- | IGA4- [ IGA4-2
2 1 2 1 2 1
Caractére étudie
Forme C C CB C CB CB CB CB
Gram - - + - - -
Catalase + + + + +
Croissance
pH 7 +++ e e e B e = = i +++
pH 9 + + + + + + + +
pH 5 ++ ++ ++ ++ +++ ++ ++ ++
NaCl 1% ++ ++ +/- ++ + +/-
NaCl 2% + + +/- + + +/-
CaCl, 1% ++ + ++ + + +/- +/-
CaCl> 2% + +/- +/- + +/- +/- +/- +/-
rouge neutre +/- ++ ++ +/- +/- + - -
vert brillant + +/- + ++ +/- +/- + +
Résistance/Sensibilité
H202 50mM S S S S R R R R
100mM S TS TS S S S S S
200mM TS TS ES TS ES S ES ES
CTX R R R R R R R R
Antibiotique | AMP R R R R R R R R
RA R R S S R R S R
CIP S S S S S S S S
Source de carbone
utilisée
Glucose +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ ++
Lactose + + + ++ + +/- +/- +/-
Galactose + + ++ +/- ++ ++ ++ +
Fructose +++ ++ +++ ++ +++ +++ +++ +++
Xylose +/- +/- +/- - + + + ++
Croissance sur milieu
Kligler Hajna
Glucose + - - - + + + +
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Lactose + - - - ¥ + i +
H2S - + + + - - - -
Gaz + - - - + - + +
Production de - - ++ ++ ++ ++ ++ ++
gélatinase

C : Cocci, CB : Coccobacille , S :Sensible, R :Résistante, TS :Tres sensible,
ES :Extrémement sensible
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Dans cette étude, nous avons caractérisé des isolats bactériens isolés de la gomme
arabique achetée a Oran, la gomme de I’arbre d’abricotier récoltée a Tizi-Ouzou, la gomme
de I’arbre d’amandier récoltée a Ain Témouchent, la gomme d’abricotier achetée a Tizi-
Ouzou. En utilisant une approche phénotypique, qui comprenait une analyse des
caracteristiques microscopiques, une analyse de I’influence du pH, du NaCl et du CaCl; et
des colorants sur la croissance des isolats. Une analyse de 1’utilisation des différentes sources
de carbone par les différents isolats, la caractérisation des isolats sur milieu Kligler Hajna et le
test de sensibilité/résistance a 1’H20,, aux antibiotiques ainsi que la recherche d’activité
gélatinase et de catalase a été effectué.

Les résultats obtenus montrent que nos isolats ont une forme de cocci ou de
coccobacille et avec une dominance des Gram négatif. Tous les isolats ont utilisés, pour leur
croissance, diverses sources de carbone et présentent une capacité a dégrader des composes
complexes comme la gélatine (les isolats IGA2-1, IGA2-2, IGA3-1, IGA3-2, IGA4-1 et
IGA4-2). Certaines isolats peuvent croitre en présence d’inhibiteurs chimiques tels que
le NaCl le CaCl; (les isolats IGA1-1, IGA2-2 et IGA3-2) des colorants (les isolats IGA2-1
IGA1-2 IGA2-2), d’H20; (I’isolat IGA3-2, IGA 3-1, IGA4-1, IGA 4-2), et que 62.5% des
isolats pouvaient résister a aux moins 3 des 4 antibiotiques testés. Tous isolats étudies ne
tolérent pas la concentration (2%) de CaCl, sauf I’isolat IGA 1-1 et I’isolat IGA 2-2 mais
elles ont une bonne croissance dans milieu acide (pH 5).

Cette étude a permis de montrer la particularité de certaines isolats en particulier
I’isolat IGA3-2 (isolé de la gomme de I’arbre d’amandier récoltée a Ain Témouchent), qui
possede des potentialités tres intéressantes en terme de résistance. Cet isolat peut croitre a un
pH acide de 5, il résiste a la salinité (2%), a I’'H20, et a 3 des 4 antibiotiques testeés
(Ampicilline, Céfotaxime et la Rifampicine). Pour sa croissance, il a utilisé toutes les sources
de carbone testées et il a dégradé la gélatine. L’isolat IGA 3-1 récolté de la méme gomme que
I’isolat IGA3-2, présente les mémes particularités que ce dernier, sauf qu’il a une plus faible
résistance a la salinité et aux colorants.

Les résultats obtenus ont montrés aussi ’existence d’une certaine similarité
physiologique et métabolique entre les isolats d’'une méme gomme en effet, ces isolats ont des
profils communs (Tableau 9).

A la lumiére des résultats obtenus, lors de cette étude, il est permis de conclure que
les gommes disposent d’une riche diversité en bactéries et que ces gommes peuvent étre une

source précieuse d’isolats ayant des propriétés biotechnologiques et thérapeutiques
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Conclusion et perspectives

intéressantes.

Cette étude préliminaire ouvre plusieurs perspectives de caractérisation de ces isolats.
Dans le but de progresser dans cette étude il serait indispensable dans les prochains travaux
de :

> Réaliser d’autres tests complémentaires de caractérisation phénotypique telles que
I’influence de la température sur la croissance des isolats , ’analyse de 1’'utilisation
de source d’azote , la résistance au différents métaux lourds, I’étude de la vitesse de
croissance de différents isolats, caractérisation de la composition des membranes de
ces isolats, la recherche des enzymes a intérét industriel telles que les protéases, les
amylases, les lipases...,etc.

» Caractériser, génotypiquement, les isolats par des méthodes de biologie moléculaire
comme le séquencage (du genome entier ou de I'ARNr 16S, le Ribotypage,
I’amplification aléatoire d'ADN polymorphe ou RAPD (Random amplification of
polymorphic DNA), le polymorphisme de longueur des fragments de restriction et
I’électrophorése sur gel a champ pulsé ou RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism).

» Caractériser phénotypiquement et génotypiquement, les autres microorganismes,

levures et moisissures, potentiellement présents au niveau des gommes.
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Résumé

L’analyse des traits phénotypiques, qui sont les résultats de I’expression du contenu génétique des
microorganismes, constitue la base de la microbiologie et ouvre des perspectives pour la recherche appliquée et
fondamentale. Afin d’étudier la diversit¢é phénotypique de bactéries, 8 bactéries ont été caractérisées
phénotypiquement par détermination de certaines de leurs caractéristiques morphologiques et physiologiques. Ces
bactéries ont été isolées a partir de 4 gommes de plantes, IGAL1-1 et IGAL-2 : isolées d’une gomme arabique
achetée du commerce a Oran, IGA2-1 et IGA2-2 : isolées d’une gomme de I’arbre d’abricotier récoltée a Tizi-
Ouzou, IGA3-1 et IGA3-2 : isolées d’une gomme de I’arbre d’amandier récoltée a Ain Témouchent et IGA4-1 et
IGA4-2 : isolées d’une gomme achetée du commerce a Tizi-Ouzou. Les résultats obtenus montrent une diversité
de comportement (résistance ou sensibilité) des isolats vis-a-vis des pH, des sels et des colorants, de I’'H20; et des
antibiotiques testés, et une diversité dans la capacité a dégrader la gélatine (Gélatinase) et 'H>0, (Catalase) et dans
I'utilisation de diverses sources de carbone. Cependant, une certaine similarité physiologique et métabolique a été
observée chez les bactéries isolées d'une méme gomme comme par exemple I’isolat IGA3-1 et I’isolat IGA3-2,
I’isolat IGA4-1 et I’isolat IGA4-2.

L’ensemble des résultats a permis de souligner que I’isolat IGA3-2 regroupe plusieurs des capacités recherchées
dans cette étude, en effet, cet isolat peut croitre a un pH acide 5, il résiste a la salinité (2%), a I’H20- et a 3 des 4
antibiotiques testés. Pour sa croissance, il a utilisé toutes les sources de carbone testées et il a dégradé la gélatine.

Mots clés : diversité phénotypique, gommes de plantes, caractéristiques morphologiques et physiologiques,
bactéries, isolats.

Abstract
The analysis of phenotypic traits, which are the results of the expression of the genetic content of microorganisms,
constitutes the basis of microbiology and opens up perspectives for applied and fundamental research. In order to
study the phenotypic diversity of bacteria, 8 bacteria were phenotypically characterized by determining some of
their morphological and physiological characteristics. These bacteria were isolated from 4 plant gums, IGA1-1 and
IGA1-2: isolated from a gum arabic purchased commercially in Oran, IGA2-1 and IGA2-2: isolated from a gum of
the apricot tree harvested in Tizi-Ouzou, IGA3-1 and IGA3-2: isolated from a gum of the almond tree harvested in
Ain Témouchent IGA4-1 and IGA4-2: isolated from a gum bought from a store in Tizi-Ouzou. The results
obtained show a diversity of behavior (resistance or sensitivity) of the isolates to pH, salts and dyes, H.O, and
antibiotics tested, and diversity in the ability to degrade gelatin (Gelatinase ) and H.O; (Catalase) and in the use of
various carbon sources. However, a certain physiological and metabolic similarity was observed in bacteria
isolated from the same gum such as for example the isolate IGA3-1 and the isolate IGA3-2, the isolate IGA4-1 and
the isolate IGA4-2 .
All the results made it possible to underline that the IGA3-2 isolate combines several of the capacities sought in
this study, in fact, this isolate can grow at an acid pH of 5, it is resistant to salinity (2%), to H20; and 3 of the 4
antibiotics tested. For its growth, it used all the carbon sources tested and it degraded gelatin.
Key words: phenotypic diversity, plant gums, morphological and physiological characteristics, bacteria, isolates.
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