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Introduction 

Introduction  

La pollution des sols par les métaux lourds représente un risque important pour la 

santé publique en raison des pathologies variées que peuvent engendrer ces éléments. La 

dispersion de ces éléments dans l’environnement provient soit des processus naturels (roches 

magmatiques, métamorphiques et sédimentaires), soit des activités humaines (déchets 

urbains, utilisation d’engrais, des colorants, de l'exploitation minière et des processus 

métallurgiques, des pesticides...) [1].  

Dans le sol, les microorganismes représentent la majorité des organismes vivants. Il a été 

estimé qu’un gramme de sol contenait de 6000 à 50000 espèces bactériennes et jusqu’à 200 milles 

hyphes fongiques [2]. Les microorganismes rhizosphèriques sont capables de dissoudre les 

éléments minéraux  et contribuent à la nutrition minérale des plantes. Cette activité peut donc jouer 

sur la mobilité et la biodisponibilité des éléments majeurs, mais elle peut également le faire avec 

des éléments traces (oligo-éléments, métaux lourds) [3].  

Les endophytes sont définis comme des communautés microbiennes (bactéries et 

champignons) qui se trouvent à l'intérieur des tissus végétaux sans causer aucun dommage apparent 

à l’hôte. Les microorganismes, en particulier les bactéries, peuvent interagir avec les métaux de 

différentes manières. On peut tout d’abord observer une transformation des métaux par des 

processus d’oxydation/réduction ou d’alkylation. Ces modifications modifient généralement la 

toxicité et la mobilité du métal d’origine. Les métaux peuvent également être accumulés par des 

phénomènes d’adsorption passive  au niveau des membranes ou par transport actif à l’intérieur de la 

cellule [3]. 

Notre travail a pour but d’isoler des bactéries endophytes à partir des racines de deux 

plantes steppique Lygeum spartum  et Hedysarum pallidum provenant de déblais de mine de 

la région du Djebel Hamimet. Des tests de toxicité vis-à-vis   de  Cadmium et de  Plomb ont 

permis d’isoler des bactéries résistantes à ces deux métaux ainsi  la détermination de ses 

C.M.I. Les  souches résistantes à des teneurs élevées en métal sont soumises à une série de 

tests  biochimiques à fin de les identifiées.  
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1. Rhizosphère  

1.1  Définition 

 

Le terme rhizosphère ( éthymologiquement rhiza : racine et sphair : ce qui entoure) a été 

proposé la première fois en 1904 par le chercheur allemand (Hiltner) pour décrire la zone de sol qui 

entoure la racine et qui est directement ou indirectement influencée par la racine. La rhizosphère peut être 

qualifiée de la moitié cachée du système racinaire qui est lui même cryptique.  

La rhizosphère, par définition, se distingue d’un horizon de sol quelconque par la présence 

des racines des plantes. Les racines excrètent ainsi diverses substances minérales et organiques en 

parallèle de leurs prélèvements d’eau et de sels minéraux                                    [5, 6, 7, 8,9].  

Ainsi les racines par leur activité  modifient directement ou indirectement les propriétés 

physico-chimiques  mais aussi biologiques du sol environ. Les différentes modalités de ces 

interactions complexes sont souvent résumées sous le terme d’«effet rhizospherique » [7]. 

1.2.  Interface sol-racine 

Les racines vont être à la source de modifications physico-chimiques et microbiologiques du 

sol, et plus particulièrement dans la rhizosphère. Ces modifications seront caractérisées comme  

l’effet rhizosphérique  car ils résultent en fait des échanges effectués entre le sol, les 

microorganismes et les racines. Selon Lemanceau et Heulin (1998) [7], les effets sont les suivants : 

libération de composés organiques et d’ions, absorption d’eau et d’ions par la racine, respiration de 

la racine et des microorganismes, synthèse de métabolites microbiens variés. 

Cet effet rhizosphérique participe dans une certaine mesure à la genèse des sols. Selon  

Lemanceau et Heulin (1998), des complexes organo-minéraux sont formés par la liaison des 

molécules organiques (libérées par les plantes vivantes ou mortes) aux fractions minérales de la 

roche mère. 

Le volume de sol soumis à l’effet rhizosphérique évolue dans le temps et l’espace en fonction 

du développement racinaire et de l’activité photosynthétique de la plante. La distribution des 

microorganismes le long des racines n’est donc pas régulière ; les parties apicales et subapicales des  
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racines forment les principales stations d’accueil, en comprenant également les sites d’émission de 

racines secondaires, où la libération de composés carbonés est importante dans les exsudats. [10]. 

2. Communauté microbienne de la rhizosphère  

La richesse de la rhizosphère en sucres, amino-acides, acides organiques, isoflavonoides, 

régulateurs de croissance et en enzymes libérées par la plante rend ce microenvironnement un site 

d'une remarquable activité biologique et d’une richesse naturelle en vers de terre, nématodes, 

protozoaires, algues,  champignons et bactéries [11], 

Les microorganismes sont requis dans le processus de la décomposition et le recyclage des 

nutriments dans la rhizosphère de la plante .Ils jouent aussi un rôle significatif dans l’état de la santé 

de plantes. Certains sont nuisibles, d'autres sont bénéfiques et certains ne semblent avoir aucun effet 

[12]. 

        2.1. Endophytes    

Les bactéries endophytes sont omniprésentes chez la plupart des espèces végétales soit de 

façon latente soit colonisant activement, localement ou de façon généralisé les tissus des végétaux. 

Plusieurs définitions ont été proposées pour les bactéries endophytes.  

Les endophytes vont être définies comme des bactéries qui peuvent être isolées de la surface 

de tissus végétaux désinfectés, ou extraites de l'intérieur des plantes mais sans dommage visible 

pour ces dernières. 

En général, les bactéries endophytes proviennent de communautés bactériennes épiphytes de 

rhizosphères ou de phyllosphères, aussi bien que de graines ou de matériels de propagation infestés 

d'endophytes. En plus de pénétrer dans les plantes par des ouvertures naturelles ou par des 

blessures, les bactéries endophytes semblent utiliser activement des enzymes hydrolytiques, telles la 

cellulase et la pectinase, pour atteindre l'intérieur des plantes. 

Bien que cette définition n'englobe pas les bactéries endophytes non extractibles ; c'est une 

définition pratique qui inclut les symbiotes bactériens aussi bien que les bactéries non pathogènes 

qui colonisent l'intérieur des plantes. 
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Historiquement, les bactéries endophytes ont été considérées comme des phytopathogènes 

peu virulents. [12,13,14] 

2.1.1. Champignons 

Les champignons ou Fungi sont des organismes eucaryotes dépourvus de chlorophylle les 

qualifiant d’organismes hétérotrophes. Une source de carbone organique est donc nécessaire à leur 

développement. Dans l’arbre du vivant, ils constituent un groupe à part au sein des eucaryotes []  

Les classifications les plus récentes font apparaître les champignons dans le règne unique 

des eucaryotes et plus précisément dans le groupe des [15, 16, 17 et 18] 

La classification des champignons est d’abord basée sur le mode de reproduction sexuée. Ce 

critère définit les groupes principaux : les chytridiomycètes, les zygomycètes, les basidiomycètes et 

les ascomycètes. Certaines moisissures sont le plus souvent ou exclusivement rencontrées à un 

stade de multiplication asexuée. Ces organismes sont alors classés d’après le mode de production 

des spores asexuées ou conidies  (voire figure 1) . 

 

            Figure 1 : Les grands groupes des eumycètes [19]. 
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2.1.2. Bactéries 

Les bactéries font partie des procaryotes, c’est à dire des organismes dont le chromosome 

n’est pas séparé du cytoplasme par une membrane nucléaire. Le cytoplasme des bactéries est 

délimité par une membrane cellulaire semi-perméable, à l’extérieure de laquelle se trouve presque 

toujours une paroi rigide protégeant la cellule. Chez les bactéries mobiles, des cils ou des flagelles 

provenant du cytoplasme leurs permettent de se déplacer.  

Les nutriments des bactéries unicellulaires doivent traverser la paroi puis la membrane 

cytoplasmique, ce qui n’est possible que pour des molécules relativement petites. Les molécules 

trop grosses doivent être tout d’abord fragmentées par des enzymes avant de pénétrer dans la 

cellule.  

De nombreuses bactéries du sol revêtent une importance particulière pour la production 

végétale. Diverses bactéries sont capables de fixer l’azote atmosphérique et de le rendre ainsi 

disponible pour les plantes. Certaines vivent pour cela en symbiose avec des plantes (Rhizobium, 

Bradyrhizobium, Frankia, etc.).  

Alors que d’autres vivent librement dans le milieu (Azotobacter, Azospirrilum et les 

Cyanobactéries). D’autres bactéries jouent également des rôles prépondérants dans les cycles de 

certains éléments fertilisants, comme les bactéries nitrifiantes (Nitrosomonas et Nitrobacter) ou les 

bactéries acidifiantes du cycle du soufre (Thiobacillus).  

Diverses bactéries sont pathogènes et peuvent causer de gros dégats aux cultures comme: 

Erwiniacarotovora sur les carottes, Xanthomonas fragariae sur les fraisiers, Pseudomonas syringae 

sur les curcubitacées, Streptomyces scabies sur la pomme de terre, Agrobacterium tumefaciens sur 

diverses plantes. 

D’autres bactéries protègent par contre les plantes contre des agents pathogènes telles: 

Actinomycetes, Streptomycetes, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas cepacia, Bacillus subtilis, 

etc. Ces bactéries sont appelées antagonistes. Elles sont très importantes pour l’équilibre microbien 

des sols. La plupart de ces bactéries produisent des antibiotiques qui semblent jouer un rôle non  

négligeable dans les mécanismes de protection des plantes [20,21]. 
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 Staphylocoques  

Les bactéries du genre Staphylococcus sont des coques à Gram positif, groupées en amas 

ayant la forme de grappes de raisin, immobiles, non sporulés, catalase positive et oxydase négative. 

Parmi les 27 espèces du genre  répertoriées, les principales sont Staphyloccus aureus, S.epidermidis 

et S.saprophyticus [22] 

 Entérobactéries  

La famille des Enterobacteriaceae est une famille hétérogène, elle comprend de nombreux 

genres bactériens. Ce sont des bacilles à Gram négatif, non sporulés, ils sont aérobies- anaérobies 

facultatifs et se développent sur milieu ordinaire. Ils sont dépourvus d’oxydase, possédant une 

catalase et ont la faculté de fermenter le glucose en acides avec ou sans production de gaz, mais 

aussi de réduire les nitrates en nitrites. Ils ont une mobilité variable en fonction de la présence ou 

non de flagelles [22]. 

 Pseudomonases  

Le genre Pseudomonas est un grand groupe bactérien particulièrement important qui 

comprend plus d'une centaine d'espèces ubiquitaires Le nombre d’espèces a subi de nombreuses 

variations principalement dues à la description de nouvelles espèces et à divers changements de la 

définition du genre. Le genre Pseudomonas est caractérisé par un métabolisme oxydatif et non 

fermentatif, utilisant l’oxygène comme accepteur final d'électrons, et même quelques souches 

utilisent la dénitrification (les nitrates sont parfois utilisés comme accepteur d'électrons), ce qui 

permet une croissance en anaérobiose [23].  

 Streptocoques  

Bactérie de forme ronde ou ovoïde, du genre Streptococcus qui comprend plusieurs  

d'espèces, hémolytiques ou non, se présentant le plus souvent en chaînettes, hôte habituel de la peau 

et des muqueuses de l'homme et des animaux ; chez lesquels elle est à l'origine de nombreuses 

affections (abrév. strepto)[24]. 
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 Neisseria    

Les Neisseria sont des cocci à Gram négatif, en diplocoques, aérobies stricts, oxydase 

positive. Certains sont des commensaux des cavités naturelles, tandis que deux espèces Neisseria 

meningitidis et Neisseria gonorrhoeae sont des pathogènes [25]. 

 

 Bacillus  

Le genre Bacillus est très hétérogène et comprend au moins 36 espèces. Il appartient à la 

famille des Bacillaceae. Il se distingue des autres représentants de la famille par sa morphologie et 

son type respiratoire. Ce sont des bacilles Gram positif sporulés cultivant en aérobiose, mobiles 

sauf Bacillus anthracis.  

Ils possèdent une catalase. Leur type respiratoire est aérobie stricte ou aéroanaérobie : ils sont 

donc aérobies.  Au niveau microscopique, il s'agit généralement de bacilles assez gros, parfois à 

bouts carrés. Les cultures de Bacillus de tout âge montrent des formes Gram + et Gram -, ces 

dernières étant probablement des morts.  

L'examen microscopique est très important pour l'identification : on notera en particulier la place, la 

forme et l'effet de la spore sur le "sporange". Ce genre apparaît extrêmement hétérogène tant sur le 

plan génétique que phénotypique (type respiratoire, métabolisme des sucres, composition de la 

paroi, habitat [26]. 

3. Physiologie bactérienne  

3.1. Besoins nutritifs des bactéries  

Les bactéries sont des organismes vivants devant trouver dans l’environnement l’ensemble 

des substances nécessaires à leur énergie et à leurs synthèses cellulaires. 

Leur source d’énergiepeut être de nature lumineuse (bactéries phototrophes) ou représentée 

par des composés minéraux ou organiques divers : on parle alors de bactéries chimiotrophes. Parmi 

cette dernière catégorie de bactéries, on distingue les bactéries chimiolithotrophes tirant leur énergie 

d’un élément minéral et les bactéries chimioorganotrophes  les quelles leur source d’énergie est un 

élément organique.  
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La source de carbonenécessaire à la vie bactérienne peut être le dioxyde de carbone qui est 

la source de carbone exclusive pour les bactéries autotrophes alors que les bactéries dites 

hétérotrophes utilisent le carbone de substances organiques diverses comme un alcool, l’acide 

acétique, l’acide lactique, des sucres divers, …). 

Les bactéries doivent également trouver dans leur environnement une source d’azote et une 

source de soufre. Les autres éléments nécessaires à la vie bactérienne sont les ions comme le 

sodium, le potassium, le magnésium, le chlore ; divers oligo-éléments comme le manganèse, le 

nickel, le zinc, le sélénium, … ; divers facteurs de croissance comme des acides aminés (acide 

folique, acide nicotinique, …) ou des dérivés de l’hème et desvitamines [27]. 

3.2. Milieux de culture  

Leur compositiondoit permettre la croissance bactérienne et doit donc tenir compte des 

besoins nutritifs des bactéries. La composition de base de ces milieux comprend des substrats 

nutritifs (acides aminés, peptides, bases nucléiques, sucres), un système tampon assurant la 

constance du pH, des sels minéraux, des vitamines et d’autres facteurs de croissance pour certaines 

bactéries dites exigeantes : sang, protéines, hémoglobine, vitamines supplémentaires [28]. 

On distingue deux types essentiels de milieux de cultureselon leur composition : 

3.2.1. Milieux synthétiques   

Ils sont élaborés à partir de diverse substances chimiques pures (organiques ou minérales) et 

ajoutées dans des proportions idéales pour la croissance des micro-organismes. Les sources de 

phosphore, de soufre, d’azote et de minéraux sont apportées sous forme de sels (sulfate 

d’ammonium, chlorure de calcium, phosphate de magnésium). Ils ne sont utilisés que pour certaines 

analyses particulières [28]. 

 3.2.2. Milieux empiriques  

Ils sont élaborés à partir de la matière organique riche, d’origine animale ou végétale, dans 

laquelle il est possible de rajouter d’autres constituants nutritifs (glucide, amidon et gélatine) des  
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organiques de base correspond le plus souvent à des extraits de levure, de viande, de cœur, de 

cervelle, de germe de blé ou des peptones de viande, de soja, de caséines du lait. Ces substrats sont 

riches en acides aminés, vitamines, minéraux et oligoélément [28]. 

4. Méthode d’études bactériennes 

Les bactéries sont visualisées au microscope optique sans coloration (état frais) ou après 

coloration. Diverses techniques de coloration existent, mettant en évidence des affinités tinctoriales 

différentes telle la coloration de Gram, très utilisée en pratique courante [29]. 

4.1. Observations macroscopique  

On peut observer les cultures bactériennes en milieu solide ou liquide. En milieu gélosé, une 

bactérie  qui se multiplie donnera naissance à une colonie visible à l’œil nu. En milieu liquide, le 

développement bactérien se traduira par un trouble, également visible à l’œil nu.  

En fonction de la composition du milieu de culture et de la manière dont les germes sont 

cultivés (en surface ou en profondeur), on peut ainsi déterminer l’aspect des colonies 

bactériennes : Taille, brillance, texture, contour, couleur, opacité, relief. Cette observation peut 

apporter certains éléments pour identifier une espèce. [28]. 

4.2.  Observation microscopique  

Il est possible d’observer l’aspect des bactéries au microscope et d’identifier certaines 

structures cellulaires caractéristiques d’une espèce. On  distingue : 

4.2.1.1.Observation à l’état frais  

En disposant une goutte de suspension bactérienne sur une lame microscopique ; il est 

possible de déterminer la morphologie bactérienne (bacille, coccobacille, coque ou vibrion), la 

longueur et l’épaisseur du germe, le mode de groupement et parfois le déplacement des bactéries 

mobiles. Il est possible de visualisé les appareils sporifères dont la structure est caractéristique des 

genres [28]. 
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4.2.2. Observation après coloration de Gram 

Après avoir disposé et fixé une goutte de la suspension bactérienne sur une lame, on peut 

colorer les cellules bactériennes. La coloration de Gram est la base de l’identification d’une souche 

bactérienne. C’est le point de départ du choix des examens complémentaires à effectuer et des 

milieux à ensemencer. 

Au terme du processus de coloration, les bactéries dites « Gram Négatif » apparaissent roses 

tandis que les bactéries dites « Gram Positif » sont colorés en bleu foncé/violet  

La coloration de Gram est une coloration qui teste l’alcoolo résistance d’une souche 

bactérienne. En effet, les différences de coloration des bactéries reposent sur des différences de 

constitution de la paroi. Les bactéries  Gram négatives ont une paroi plus fine et très riche en lipides 

(membrane externe de la paroi)   que celles  Gram positives. [28]. 

4.2.3.   Coloration des spores  

Certaines espèces bactériennes, et plus particulièrement le genre Bacillus (aérobie strict ou 

aéro-anaérobie) et Clostridium (anaérobie strict), ont la propriété de former des spores, forme de 

résistance de ces bactéries en particulier vis-à-vis de la chaleur et de la déshydratation.  

Les spores, très imperméables, sont parfois visibles à la coloration de Gram sous la forme de 

zones incolores bien délimitées dans les bactéries ou à l’extérieur. Elles apparaissent très 

réfringentes à l’état frais.  

On peut toutefois les colorer par coloration au vert de Malachite. Cette coloration permet de 

mettre en évidence les spores (endospores ou exospores). Ce colorant teinte en vert sombre les 

enveloppe sporales, cependant les bactéries végétatives (et les sporanges) sont colorées grâce à la 

fushine rose ou à la safranine orange. Il est possible à visualiser la disposition des endospores 

(centrale, terminale, déformante) [29]. 

 

 

10 



 
 

Revue bibliographique 

5. Etude des caractères biochimiques et physiologiques des bactéries  

 5.1. Etude du métabolisme respiratoire  

Deux activités enzymatiques typiques du métabolisme respiratoire aerobie peuvent être mises 

en évidence: la catalase et l’oxydase. Ces tests sont très utilisés car ils permettent très rapidement 

d’orienter l’identification bactérienne. 

Ils sont mis en œuvre après la coloration de Gram : le test de la catalase s’effectue sur les 

bactéries Gram positives, le test de l’oxydase sur des bactéries Gram négatives. 

 Catalase est une enzyme de détoxication du stress oxydatif qui dégrade le peroxyde 

d’hydrogène H2O2 en O2 gazeux.  

 Oxydase est une enzyme faisant partie de la chaine respiratoire. Elle permet d’oxyder 

un réactif incolore en un produit coloré violet [30]. 

5.2. Etude du métabolisme glucidique  

Le métabolisme glucidique peut être étudié pour distinguer certaines espèces par 

l’identification de produits du métabolisme ou la recherche d’enzymes particuliers [30]. 

La fermentation glucidique produit divers acides organiques dans le milieu alors que la 

respiration produit du CO2 gazeux. La présence d’un indicateur de pH permet de rendre compte de 

l’acidité produite en présence ou en absence d’O2. La présence d’un virement de coloration signifie 

que l’espèce bactérienne fermente le glucose. Les tests colorimétriques en milieu solide ou liquide. 

5.3. Etude du métabolisme protidique 

L’étude du métabolisme protidique se fait essentiellement par l’identification des enzymes 

utilisant des acides aminés : désaminases, décarboxylases, et autre enzymes intervenant dans le 

métabolisme azoté.  

 Désaminases  

Elles coupent la fonction amine des acides aminés. On distingue la phénylalanine désaminase, 

le tryptophane désaminase(TDA) et la lysine désaminase (LDA).       
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 Décarboxylases  

Coupent la fonction acide carboxylique des acides aminée. On distingue la lysine 

décarboxylase, l’arginine dihydrolase  et l’ornithine décarbosylase.  

5.4. Galeries d’identification 

L’identification d’une espèce bactérienne fait appel à un ensemble de milieux, de réactifs et 

de techniques standardisées qu’on appelle galeries. Celles-ci exploitent les caractéristiques 

biochimiques et physiologiques des bactéries, par la mise en évidence d’enzymes spécifiques ou de 

produits du métabolisme. On distingue trois types de galeries : 

5.4.1. Galerie traditionnelle en tubes  

Elle comporte une dizaine de milieux de culture et doit être inoculée avec une souche 

préalablement isolée. Cette galerie n’est plus utilisée en laboratoires d’analyses, mais comporte un 

intérêt pédagogique, [30]. 

5.4.2. Galerie miniaturisée  

 C’est une plaque en plastique rectangulaire comportant plusieurs microtubes (cupules). 

Chacun comporte un milieu déshydratés dans lequel on dépose quelques gouttes de la suspension 

bactérienne. Certaines cupules doivent être recouvertes d’une goutte d’huile de paraffine afin 

d’établir une anaérobiose. Le principe des tests repose sur celui de la galerie traditionnelle, mais 

l’analyse est plus simple et plus rapide. 

Les résultats obtenus dans chaque cupule sont convertis en un nombre qui permet, à l’aide 

d’une table de référence, d’identifier avec plus ou moins de précision une espèce bactérienne. Par 

exemple, la galerie Api 20 des laboratoires Bioméreux permet l’identification précise des espèces 

des enterobacteriaceae. Cette analyse est pratiquée après le test à la catalase ou à l’oxydase [30]. 

5.4.3. Carte d’identification 

C’est un procédé automatique de lecture assistée par ordinateur. Elle se présente sous la 

forme d’une carte dans laquelle se trouve un ensemble de cavités ; contenant un milieu déshydraté, 

qu’il convient de les  remplir par la suspension bactérienne à identifier.  
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La carte est placée dans un lecteur optique automatique et l’ordinateur donne très 

rapidement le nom de l’espèce bactérienne avec plus ou moins de précision. Par exemple, la carte 

Vitek GPI des laboratoires Biomérieux permet l’identification précise des espées Gram positives, 

comme Bacillus cereus ,Staphylococcus aureus ou Listeria monocytogenes. La carte GNI permet 

l’identification des entérobactéries [30]. 

II. Les métaux lourds 

1. Définition   

Le terme de métaux lourds est arbitraire et imprécis. Il est utilisé pour des raisons de 

simplicité. Il  recouvre des éléments ayant des propriétés métalliques (ductilité, conductivité, 

densité, stabilité des cations, spécificité de ligand…) et un numéro atomique 20 [32]. De point de 

vue biologique, on distingue deux groupes de métaux lourds, en fonction de leurs effets 

physiologiques et toxiques :  

1.1. Métaux essentiels  

Les métaux essentiels sont des éléments indispensables, à l’état de trace, pour de nombreux 

processus cellulaires et qui se trouvent en proportion très faible dans les tissus biologiques [33]. 

Certains peuvent devenir toxiques lorsque la concentration dépasse un certain seuil. C’est le cas du 

cuivre (Cu), du nickel (Ni), du zinc (Zn), du fer (Fe). Par exemple, le zinc (Zn), à la concentration 

du milli molaire, est un oligo-élément qui intervient dans de nombreuses réactions enzymatiques 

(déshydrogénases, protéinase, peptidase) et joue un rôle important dans le métabolisme des 

protéines, des glucides et des lipides [34]. 

1.2. Métaux toxiques  

Les métaux toxiques ont un caractère polluant avec des effets toxiques pour les organismes 

vivants même à faible concentration. Ils n’ont aucun effet bénéfique connu pour la cellule. C’est le 

cas du plomb (Pb), du mercure (Hg) et du cadmium (Cd). [35]. 
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2. Caractères chimiques des métaux lourds   

La plupart des métaux lourds sont des éléments de transition. Ceux-ci possèdent des orbitales 

d’incomplètes qui constituent leur couche de valence. Ils peuvent donner des cations métalliques 

formant des complexes afin de compléter leurs orbitales. Ces complexes ont très souvent des 

propriétés redox. C’est pourquoi, lorsqu’ils sont à l’état de traces, les cations métalliques jouent un 

rôle important dans certaines réactions biochimiques.  

A haute concentration cependant, ils forment des complexes non spécifiques toxiques pour la 

cellule. Les éléments présents dans la cellule et essentiels à l’état de traces, comme Zn
2+

, Ni
2+

, Fe
2+

 

ou Cu
2+

, sont toxiques à plus hautes concentrations [36], ce qui rend indispensable le contrôle strict 

de l’homéostasie des ions métalliques.  

 Les métaux de transition comme le cuivre (Cu ), l’argent (Ag ), l’or (Au ), le cadmium (Cd 

), le platine ( Pt) ou le mercure (Hg ) ont des propriétés de polarisabilité élevée: le nuage 

électronique de l’atome se déforme facilement en présence d’un champ électrique. Ils appartiennent 

à la classe des « métaux ou acides mous » selon la terminologie de Lewis (Tab. 1). Ils sont 

généralement assez gros et leur charge est faible. Leur polarisabilité leur permet de former des 

liaisons de coordination avec des « bases molles », telles que les thiolates (réactifs par leur atome de 

soufre) ou les imidazoles (réactifs par leur atome d’azote). Par exemple, le Cu(I) selie aux thiolates 

des cystéines.A l’inverse, les « acides de Lewis durs », comme le cobalt (III), ont une faible 

polarisabilité : leur nuage électronique est plus ramassé autour du noyau. Ils échangent donc moins 

facilement leurs électrons et ne participent qu’à des liaisons électrostatiques. 

 

 

 

  

Tableau 1 Exemples 

d’ions acides durs et acides mous [37]  
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Acides durs 

 

Acides à la frontière 

Acides mous 

Li+, Na+, Mg2+, Ca2+, Al3+, Cr3+, 

Fe3+, Co3+ 

Fe2+, Co2+, Ni2+, Cu2+, Zn2+, Pb2+, 

Sn2+ 

Cu+, Ag+, Cd2+, Hg2+, Pd2+, Au+ 
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3. Origine des métaux lourds dans le sol 

3.1. Origine naturelle  

Les  métaux lourds sont présents de façon naturelle dans le sol. Ils sont majoritairement le 

résultat de processus géogéniques comme l’érosion, les précipitations géochimiques de roches et de 

l’eau de source, l’activité volcanique et bactérienne [38]. 

3.2. Origine anthropique 

Les teneurs les plus élevées en éléments inorganiques rencontrées dans les sols sont fortement 

liées à l'activité humaine. Les principales activités sont les suivantes:  

 Pratiques agricoles due aux épandages d'insecticides, de fongicides, d'engrais, de boues 

résiduaires urbaines ou de composts d'ordures ménagères, etc.  

 Pollution dues aux retombées atmosphériques telle que l'industrie extractive et 

métallurgique, pratiques liées à l'incération, utilisation des énergies fossiles, essence au 

plomb, etc. 

 Stockage de déchets urbains ou industriels dues aux résidus des activités de mines et de 

fonderies de métaux, installations de stockage de déchets, etc [39]. 

4. Mobilité et biodisponibilité des métaux lourds  

La toxicité d’un métal dépend de sa spéciation (forme chimique) autant que des facteurs 

environnementaux. Dans le sol, les métaux lourds peuvent exister sous forme d’ion libre ou sous 

forme liée à des particules de sol. Cependant, un métal n’est toxique pour les organismes vivants 

que s’il est sous forme libre ; il est alors biodisponible. [40] 

 Comme tout élément chargé positivement, les cations métalliques peuvent interagir dans le 

sol avec toute particule organique ou minérale chargée négativement. L’équilibre entre les formes 

libres et les formes fixées de l’ion  dépend de sa biodisponibilité, directement liée à sa toxicité.  
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Enfin, la biodisponibilité des métaux lourds varie en fonction de plusieurs facteurs du sol. 

Parmi lesquels, la capacité d’échange de cation (CEC), le pH, le potentiel redox (Eh), la teneur en 

phosphate disponible, la teneur en matière organique et les activités biologiques. 

4.1. Teneur en argile  

Les argiles, de par leurs propriétés physicochimiques, jouent un rôle très important dans la 

disponibilité des métaux lourds [41] .Les métaux lourds peuvent être absorbés et immobilisés par 

les minéraux argileux ou également être complexés par la matière organique du sol en formant alors 

un complexe organométallique. 

En effet, la charge électronégative des argiles les rend aptes à contracter des liaisons 

électrostatiques avec toute entité chargée positivement, comme les cations métalliques. Ces liaisons 

sont réversibles et les cations fixés sont échangeables. Cette capacité d’échange de cations (CEC) 

exprimée en milliéquivalents pour 100 g est une caractéristique importante de chaque argile qui 

conditionne grandement la biodisponibilité d’un métal dans le sol [42].  

4.2. pH  

Le pH est un important influençant de la solubilité et la spéciation du métal et donc de sa 

toxicité [43]. Quand le pH diminue d’une unité, la concentration des cations métalliques libres 

augmente d’environ un facteur 2 dans la solution de sol [44] 

Les organismes et les microorganismes eux-mêmes peuvent influencer la disponibilité des 

métaux lourds dans leur environnement proche ; par acidification locale lors d’une réaction 

métabolique ou par la production de composés complexant les métaux lourds [45]. 

4.3. Potentiel redox (Eh) 

Le potentiel redox (Eh) permet de caractériser les échanges d’électrons entre les espèces 

chimiques. Ainsi, les faibles valeurs d’Eh favorisent la dissolution des hydroxydes et entraînent une 

augmentation de la concentration des métaux associés [46].  
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De plus, la modification du degré d’oxydation des ligands ou des éléments se liant avec le 

métal influence indirectement la solubilité des métaux lourds. Par exemple, en conditions réductrices, 

les sulfates sont réduits en sulfure qui piègent volontiers les éléments métalliques tels que Pb, Cd, Zn 

[47]. 

Bien que l’influence des conditions oxydoréductrices du sol semble très importante au regard 

de la mobilité des éléments métalliques, il n’en demeure pas moins que ce facteur apparaît souvent 

comme secondaire par rapport au pH. En effet, pour un sol donné l’Eh varie en fonction inverse du 

pH [48] 

4.4. L’activité biologique  

La compréhension globale des phénomènes biologiques jouant sur la solubilité des métaux 

lourds dans les sols est rendue difficile par la multiplicité des actions et  les interactions à tous les 

niveaux.  

Parmi les microorganismes on retrouve de nombreuses populations bactériennes et 

fongiques ; dont les activités métaboliques influencent la mobilité des métaux lourds. Les 

principaux modes d’action sur la mobilité des polluants métalliques sont la solubilisation, 

l’insolubilisation et la volatilisation. Cependant, beaucoup de ces phénomènes sont également 

communs aux plantes : 

 La solubilisation provient de la production de composés acides tels que les acides 

carboxyliques, phénoliques, aliphatiques, nitrique et sulfurique. Certaines bactéries 

chimiolithotrophes (Thiobacillus, Leptospirillum, Galionella) oxydent le fer et le 

soufre contenus dans les sulfures et produisent de l’acide sulfurique et  libérant ainsi les 

métaux lourds. Les champignons et les racines des plantes excrètent eux aussi des 

acides afin d’augmenter leur absorption de nutriments, ou tout simplement comme 

déchets métaboliques [48]. D’autre part les sidérophores produits par les bactéries, les 

champignons et les plantes favorisent les déplacements d’éléments métalliques et un 

transfert diffusif se fait jusqu’aux plantes dans lesquelles ils s’accumulent [46]. 
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 L’insolubilisation constitue le phénomène opposé. Bien que le phénomène de 

détoxication externe des métaux lourds par des exsudats racinaires n’ait jamais été 

démontré [49]. Certains acides organiques de faible masse moléculaire, comme les 

acides oxalique, citrique ou fumarique interviennent dans la complexation 

intracellulaire d’éléments nutritifs, peuvent être sécrétés dans le milieu extérieur. Ils 

limiteraient ainsi les transferts par des processus de complexation. 

 

 La volatilisation repose sur l’action directe de certains microorganismes sur le degré 

d’oxydation de l’espèce métallique. C’est le cas du mercure (Hg), de l’arsenic (As) et 

du sélénium (Se). La biométhylation permet le transfert de groupements méthyle 

directement aux atomes, plomb (Pb), étain(Sn),  (arsenic) (As), antimoine(Sb) et 

Sélénium (Se) , permettant leur volatilisation dans l’atmosphère [50]. 

5. Contamination des sols par les métaux lourds  

Les métaux se répartissent dans les sols sous des formes variées. On les trouve sous forme 

échangeable dans les argiles et la matière organique  qui leur permet d’être absorbés par les plantes. 

Ils peuvent être inclus dans des phases cristallines ou directement adsorbés sur des particules 

d’oxydes ou d’hydroxydes de fer, d’aluminium et de manganèse.  

 La forme des métaux dans les sols dépend de leur composition minéralogique, des conditions 

de salinité, de pH, d’oxydo-réduction, de la granulométrie du sol, de sa teneur en eau, de la présence 

de ligands en solution et de microorganismes. Tous ces facteurs influencent la solubilisation des 

métaux, leur précipitation ou leur adsorption. [51]. 

5.1. Cas du Plomb 

Dans le sol le Pb se trouve sous les formes de Pb2+, PbHCO3+, PbOH+, PbSO4, Pb(OH)2, 

PbCO3, PbO, Pb(PO4)2, PbO(PO4)2, PbCl+ [52].  L’accumulation du Pb, provenant des retombées 

atmosphériques, ou de déchets contaminés déposés sur le sol, se fait principalement dans les 

horizons de surface [53] et plus précisément dans les horizons riches en matière organique. Le Pb 

est très peu prélevé par les racines des plantes où il s'accumule.  
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Le transfert sol-plante du Pb est négligeable par rapport au dépôt direct sur les parties 

aériennes de poussières contenant du Pb, sur tout dans les zones urbaines ou industrielles ou le long 

des grands axes routier [54]. 

5.2. Cas du  Cadmium 

Dans le sol, le Cd se trouve sous les formes de Cd2+, CdSO4, CdCl+, CdHCO3+, CdO, CdCO3, 

Cd(PO4)2, CdS [55]. Il est très phytodisponible, le Cd peut s'accumuler dans les racines ou les parties 

aériennes. Le chaulage peut diminuer le transfert du Cd vers les plantes. Le Cd est plus mobile dans 

le sol que le Cu et le Pb, donc plus disponible pour les plantes. Le Cd est considéré comme 

cancérogène pour l'homme et il présente des effets génotoxiques . 

Les apports anthropiques de Cd dans les sols sont importants par rapport aux autres métaux 

lourds, par l'industrie (essentiellement par voie atmosphérique), les engrais phosphatés et l'épandage 

de déchets [56]. 

6. Métaux lourds dans la plante 

Parmi l’ensemble des métaux lourds, une vingtaine d’entre eux sont indispensables aux 

processus physiologiques majeurs, en particulier la respiration, la photosynthèse ou l’assimilation 

des macronutriments [3]. 

 Le premier effet des métaux lourds observable chez les végétaux est une inhibition de la 

croissance. Celle-ci s’accompagne très souvent de nombreux autres indices de dysfonctionnement : 

chlorose foliaire, importantes lésions nécrotiques, jaunissement progressif, repliement ou 

dessèchement du feuillage...  

On admet généralement que les  bases moléculaires de ces perturbations résultent d’un stress 

oxydatif, dû à la production d’espèces réactives de l’oxygène ou « Réactive Oxygen Species » 

(ROS). Les ROS altèrent toute une série de substrats biologiques importants, avec inhibition de 

l’activité enzymatique, perturbation du métabolisme végétal, oxydation de protéines, altération des 

membranes cellulaires via l’induction de phénomènes de péroxydation lipidique, apparition de 

cassures au sein de l’ADN, pouvant conduire à la mort cellulaire [57]. 
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Pour éviter ces inconvénients, des systèmes de stockage ou de détoxication des métaux 

accumulés ont été sélectionnés chez certains végétaux. Trois mécanismes, encore mal compris : 

 6 .1. Absorption racinaire  

La voie principale d’absorption des métaux se fait par simple diffusion au travers de 

l’apoplaste du cortex racinaire et de l’endoderme (voie apoplastique). Le transport des éléments 

métalliques à travers la paroi cellulaire se fait par les pores du réseau de la cellulose, de 

l’hémicellulose et des glycoprotéines.  

Cependant, une partie des ions peut être adsorbés par les charges négatives de surface de 

l’acide polygalacturonique des pectines, qui agissent comme des échangeurs d’ions [58]. Puis au 

niveau de l’endoderme, le transport peut devenir actif au niveau de la membrane plasmique des 

cellules de la bande de Caspary (voie symplastique), autorisant cette fois un transfert contre le 

gradient de concentration.  

6.2. Accumulation  

Plusieurs définitions de l’accumulation ont été proposées : les  concentrations en métaux 

dans les parties aériennes sont supérieures à celles du sol. L’accumulation s’accompagne alors 

d’une  détoxification des métaux par séquestration dans les vacuoles des feuilles [60]. Cependant, 

de nombreux processus moléculaires sont impliqués dans l’accumulation  des métaux chez les 

plantes.  La capacité à mobiliser les métaux pour les faire entrer  dans les racines,  les séquestrer en 

partie dans les vacuoles des cellules racinaires,  les  transférer des racines vers les parties aériennes 

via le xylème, et enfin à les distribuer vers les  organes aériens jusqu’aux vacuoles des cellules 

foliaires [|61]. 

7. Notion de tolérance et résistance 

          7.1. Notion de tolérance 

La « tolérance aux métaux lourds » est la « capacité d’une plante à survivre et se reproduire 

sur des sols toxiques ou défavorables à la plupart des organismes en raison d’une contamination 

métallique » [63].  
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D’un point de vue physiologique, la tolérance aux métaux lourds correspond à l’ensemble 

des mécanismes d’homéostasie des métaux (transport, chélation, séquestration) permettant de  

maintenir la concentration des métaux essentiels dans les limites physiologiques et à minimiser les 

effets délétères des métaux non essentiels. Elle est présente chez tous les organismes qui supportent 

des expositions excessives en métaux lourds  [64] [65]. 

 

      7.2. Notion de résistance  

Dans la littérature scientifique courante, se rapportant à la croissance ou à la survie des 

microorganismes en présence de certaines concentrations en métaux lourds, on parle souvent de la 

résistance.  Cependant, le Conseil de la Recherche National de Canada définit globalement la 

résistance comme" la capacité d’un organisme à diminuer sa réponse face à un composé chimique 

relatif auquel il a été exposé précédemment" [66] [67]. 

Pratiquement ou techniquement, la résistance, à un composé inhibiteur ou toxique donné, 

chez une population bactérienne, peut être visualisée en traçant la courbe de distribution d’une 

population de souches bactériennes en fonction de la concentration dece composé . La forme de 

cette courbe renseigne si cette population présente ou non une communauté tolérante. Si la courbe 

est de type modale, la population présente trois communautés (sensible, tolérante, résistance). Par 

contre, si elle est de type bimodal, cette population ne présente que deux communautés (sensible, et 

résistante). 

8. Résistance des bactéries aux métaux lourds  

Les bactéries, peuvent interagir avec les métaux via différents mécanismes. On peut observer 

une transformation des métaux par des processus d’oxydation/réduction ou d’alkylation. Ces 

modifications modifient généralement la toxicité et la mobilité du métal d’origine. [68]  

Les métaux peuvent également être accumulés par des phénomènes d’adsorption passive  ou 

par transport actif à l’intérieur de la cellule. Il a également été observé la production par les 

microorganismes de substances telles que des composés organiques ou des sulfides, par exemple, 

qui modifient la solubilité, et donc la mobilité des métaux.  
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De plus, de par leur participation aux cycles biogéochimiques, les microorganismes modifient 

les caractéristiques de la matière organique dans leur environnement, ce qui peut modifier le 

comportement des métaux via des mécanismes de chélation ou complexation. Enfin les bactéries 

peuvent influencer de manière indirecte la mobilité des métaux par des modifications du milieu, par 

exemple par acidification.  

Les bactéries ont été soumises à la présence de métaux depuis leur émergence sur terre. Il est 

de ce fait peu probable que les mécanismes à l’origine de résistance aient été sélectionnés suite à 

des pollutions anthropiques récentes mais qu’elles soient plutôt apparues au cours de leur évolution 

suite à une pression métallique naturelle. 

 Plusieurs mécanismes généraux ont été mis en évidence tels que la réduction de la 

perméabilité membranaire par l’efflux actif nécessitant la présence de pompes à efflux, la 

séquestration du métal ou la modification de la forme chimique du métal. De la même façon que 

pour les résistances aux antibiotiques, les déterminants génétiques à l’origine des résistances aux 

métaux lourds peuvent être portés par le chromosome entrainant une résistance intrinsèque ou bien 

par un élément génétique mobile entrainant une résistance acquise. [69] 

    9. Mécanismes de résistance  

Les micro-organismes doivent développer des mécanismes de résistance contrebalançant 

l'effet des hautes concentrations en métaux lourds. Il convient de faire la différence entre la 

résistance aux métaux lourds dans des domaines de concentrations situées juste au-dessus de la 

CMI et les véritables résistances aux métaux lourds conduisant à l'adaptation à des milieux 

extrêmes (comme c'est le cas chez Cupriavidus metallidurans). 

Des mécanismes de résistance aux métaux lourds tels que la biominéralisation, la 

séquestration, ou la conversion enzymatique différent des véritables résistances aux métaux lourds 

qui sont eux liés à la présence de gènes portés par des éléments génétiques mobiles tels que les 

plasmides. La biodisponibilité, la toxicité et la nécessité des ions métalliques pour la bactérie 

dépendent de leurs caractéristiques physicochimiques [70,71]. Hobman et al., (2007) et Bruins et 

al., (2000) distinguent 4 mécanismes de résistance bactérienne aux métaux : 
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 Fixation aux parois cellulaires 

La paroi cellulaire est le premier site d’interaction entre les métaux et la cellule microbienne. 

Les interactions physico-chimiques (échange ionique, adsorption, complexation, précipitation, et 

cristallisation) responsables de l’association des espèces métalliques aux parois cellulaires portent le 

nom de biosorption. Exclusion du métal par la barrière de la perméabilité ou maintien de l'ion 

toxique hors de la cellule (réduction de l’absorption). 

 Transport et homéostasie 

Le pompage par efflux très spécifique pour l’élimination des ions toxiques qui sont entrés dans la 

cellule au moyen de systèmes impliqués dans le transport de cations ou d’anions). Les pompes 

efflux peuvent être des ATPases ou des canaux chimiosmotiques. Les ATPases sont des enzymes 

qui utilisent l'énergie chimique de scission de la liaison haute énergie phospho-ester de l’ATP, 

conduisant à la formation d’un gradient de concentration. 

 Les thiols cellulaires 

Séquestration intracellulaire ou extracellulaire par des composants fixateurs d'ions 

métalliques spécifiques.  Le métal  se lie à des composés essentiels des voies de détoxication 

présents chez de nombreux organismes (animaux, végétaux, microorganismes).Il s’agit de thiols 

cellulaires non protéiques, tel que le glutathion réduit (GSH), les phytochélatines (PCs) et des thiols 

cellulaires protéiques, tel que les métallothionéines (MTs). 

 Système de détoxification  

La plupart des cellules sont équipées de systèmes antioxydatifs efficaces à la fois non enzymatiques  

et enzymatiques. qui convertissent un ion très toxique en un ion moins toxique. 

10. Champignons résistantes aux métaux lourds 

Nombreux travaux ont traité la résistance des souches fongique aux métaux lourds. L’étude de 

l’impact du mercure sur la propagation des champignons du sol, a montré que Aspergillus 

tubingensis et Aspegillus nivus résistent jusqu'à 10 ppm d’HgCL2 tandis que Mucor racemosum 

résiste à une concentration de 2.5 ppm d’HgCl2. Alors que les autres espèces isolé comme le 

Pénicillium citrimum et Trichoderma viridie Fusarumchlamydosporum n’ont pas mentré de 

résistance à la parésence du HgCl2 [73]. 
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 Tandis que l’étude d’EZZOUHRI et al. (2009) sur la tolérance au métaux lourds des 

champignons  isoléS des emplacemenst pollués de Tanger a montré qu’Aspegillus ;Fusarium ; 

Alternaria sont résistantes au Pb et Cr, Cu et Zn . [74] 

 Les études de COLPAERT ont aussi montré des variations génétiques aussi bien aux niveaux inter- 

qu’intraspécifiques pour la tolérance des champignons ectomycorhiziens au Cd. Ces mêmes études 

ont montré que des isolats de Suillus luteus issus d’un sol contaminé par le  Cd étaient généralement 

plus résistants à ce métal que ceux issus d’un sol non contaminé. [75] 

Les champignons sont capables d’accumuler le Cd dans leurs carpophores en quantité 

variable suivant l’espèce (jusqu’à 5.7 μg.g-1 de poids sec pour S. luteus). Des études ont montré que 

le rapport de concentration en Cd dans la biomasse fongique divisée par celle du sol peut varier de 2 

à 1000 suivant l’espèce 
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Matériel et méthodes 

Matériel et méthode 

1. Objectif  

L’objectif de notre travail porte sur l’identification des bactéries endophytes résistantes à des teneurs 

élevées en Cadmium et en Plomb. L’isolement est effectué à partir des racines de deux plantes steppiques de 

la région de Ain Babouche: Lygeum spartum et Hedysarum pallidum. Ce travail a été  effectué au sein du 

laboratoire de Biologie et Environnement (LBE) de l’Université  Constantine I. Nous présentons dans ce 

travail  des techniques qui nous ont permisl’isolement et l’identification de quelques bactéries résistantes à la 

présence des deux métaux suscités.  

2. Description de la zone d’étude  

Notre travail porte essentiellement sur la région d’Ain babouche et plus précisément sur Djebel 

Hammimat. C’est une  région semi-aride du Nord-est Algérien située  à 90 Km de Constantine. Elle est 

réputée par ses escargots d’où elle tire d’ailleurs son nom (babouche = escargot) ; mais surtout par des sols 

caractérisés d’une  forte teneur en métaux lourds y compris le Plomb et le Cadmium. (Voir photo1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Photo N° 01: Photo satellite montrant la localisation géographique de la  zone d’étude 

(Google Earth, 2014) 
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3. Description des plantes étudiées  

 Lygeum spartum 

 

Lygeum spartum est couramment rencontrée dans notre zone d’étude. Cette plante steppique vivace 

(photo N° 02) appartenant à la famille des graminées. Elle est très répondue en Afrique du nord et en 

Espagne. C’est une plante accumulatrice du chrome [78]. 

 

 

Photo N°02 :Lygeum spartum 

(Photo prise lors des prélèvements des échantillons dans la zone d’étude à Ain- Babouche) 

 

Lygeum spartum est une plante unciforme, à rhizome rampant couvert d’écailles brillantes chaumes 

pleins, ligule de 5mm (souvent confondus avec l’Alfa à l’état végétatif. Cette plante possède une 

inflorescence très particulière ; constituée par une spathe remplaçant  les glumes, à l’intérieur de laquelle  se 

situent 2-3 épillets cornés  à la base pour former un tube recouvert de longs poils soyeux ; et s’en distingue 

par le fait que les feuilles ne s’arrachent pas comme dans l’Alfa et par sa ligne manquée. Les fibres de ses 

feuilles sont utilisées dans des paniers, des tissus,…etc. Cette plante est aussi broutée d’où sa présence dans 

la chaîne alimentaire. [79]. 

 Sa classification scientifique est la suivante [80] : 

          Règne : Plantae 

Division : Magnoliophyta 

Classe : Liliopsida 

Ordre :Poales 

Famille : Poaceae 

Genre : Lygeum 

Espèce : Lygeum spartum26 

http://en.wikipedia.org/wiki/Plant
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 Hedysarum pallidum  

 

C’est une plante vivace cespiteuse, à longues tiges plus au moins prostrées. Elle présente des 

inflorescences en grappes plus ou moins allongées atteignant 10 – 15 cm à la fructification, de grandes fleurs 

rosées ou blanches lavées de pourpre, parfois blanches et des calices entièrement hispides. On la rencontre 

dans l’Oranie  depuis la Côte jusqu’aux confins du Sahara, dans la région de Saïda. Elle se développe 

également dans l’Est algérien, sans pour autant atteindre les côtes et les zones sahariennes [79].  Selon ces 

mêmes auteurs, on la trouve également dans les forêts et les broussailles. Enfin cette espèce se rencontre sur 

des sols riches en calcaire total, à teneur variable en potassium, phosphore et calcium, et renfermant moins 

de 48 ppm de sodium  [78].     

Sa classification est la suivante [29] : 

Règne:Plantae. 

Division:Magnoliophyta.              

Classe:Magnoliopsida . 

Ordre :Fabales . 

Famille :Fabaceae 

Genre :Hedysarum. 

Espèce:Hedysarum pallidum. 

 

PhotoN°2 :Hedysarum pallidum 

 (Photo prise lors des prélèvements des échantillons dans la zone d’étude à Ain- Babouche ) 
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4. Echontillonnag  

L’échantillonnage était effectué en Février 2013 par des membres du laboratoire LBE. Tous les 

prélèvements ont été effectués d’une manière aseptique selon les étapes suivantes : 

A l’aide d’une tarière stérile; on creuse à différents  endroits de la zone étudiée ; des trous d’une 

profondeur de 10cm environ. A l’aide d’une spatule stérile ; des échantillons des racines profondes de 

chaque plantes sont prélevées ; transvasées dans des bocaux stériles puis étiquetés. Les échantillons ont été 

conservés dans un congélateur à une température de -4°C jusqu’à leur utilisation (Megnous et Meghraoui ; 

2011). 

Deux racines de chaque plantes (Lygeum spartum et Hedysarum pallidum) ont été sélectionnées pour 

la suite du travail. 

5. Isolement et caractérisation de bactéries endophytes  

5.1. Isolement  

 

Les racines ont été désinfectées avec de l’eau de javel (5%) et de l’éthanol (10%) ; puis rincées avec 

de l’eau distillée stérile et découpées d’une façon transversale et longitudinale. 

Les morceaux découpés obtenus sont ensemencés sur la gélose nutritive (GN) (voir annexeI) additionnée 

d’un antifongique (Amphotéricine) pour inhiber la croissance des champignons. Chaque racine était testée en 

triple. Les boites sont incubées à 30 °C pendant 48 H. Après incubations, les colonies bactériennes obtenues 

sont ensemencées sur bouillon nutritive (voir annexe I) pour avoir une suspension bactérienne dense. 

L'étape d'isolement a été réalisée avec l'utilisation les milieux spécifiques suivants: 

             * Mac Conkey : Milieu sélectif pour l'isolement des bacilles Gram négative Salmonella et Shigella) 

ainsi que des bactéries coliformes dans les eaux, les produits alimentaires, les produits pharmaceutiques et 

biologiques. Ce milieu contient deux inhibiteurs de la flore Gram positif : les sels biliaires et le cristal violet. 

            * Chapman : milieu sélectif, permettant la croissance des germes halophiles et de rares bactéries à 

Gram négatif. Ce milieu contient une forte concentration en chlorure de sodium ; ce qui permet un isolement 

sélectif  de Staphylococcus tolérant la forte concentration en NaCl. 
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           * Cétrimide milieu sélectif, qui permet l'isolement des Pseudomonas notamment P.aeruginosa. Ce 

milieu gélosé est relativement pauvre, il contient un antiseptique: le Cétrimide (bromure de N-cétyl-N, N, N-

triméthylammonium). Ce milieu, proche du milieu King A, favorise aussi la production de pigments par 

P.aeruginosa. 

Les  suspensions  bactériennes sont ensemencées  par stries  afin d’avoir des colonies séparées. Les cultures 

sont incubées à 30°C pendant 24H ; puis on procède à une observation microscopique après la coloration de 

Gram. 

5.2.  Coloration de Gram des bactéries endophytes 

La coloration de Gram nous permet de déterminer le type de Gram, la morphologie ainsi que le mode 

de  regroupement bactérien. . 

6. Tests de toxicité  

 Le but de cette manipulation est d’isoler, de purifier et d’identifier quelques bactéries endophytes 

résistantes à différentes concentrations de Plomb et de  Cadmium). 

6.1. Sélection de bactéries endophytes résistantes  

Le but de cette étape est d’obtenir des endophytes qui sont résistantes aux Cadmium (Cd) et 

Plomb(Pb). A partir des cultures obtenues sur milieu liquide (BN). Les suspensions bactériennes ont été 

ensemencées sur un milieu gélosé supplémenté des métaux précédemment cités. Chaque métal est additionné 

par différentes concentrations voir : [0.5,  2, 5 et 10mM].  Les  boites ont été  incubées à 30°C pendant 48H. 

6.2. Concentration minimal inhibitrice (CMI)  

Cette manipulation consiste à déterminer la concentration minimale des métaux à partir de laquelle 

une souche bien définie ne se développe plus. Seules les souches ayant résisté à une concentration de 2 et 5 

mM de Pb et 0.5 mM de Cd sont soumises à ce test. 

Les souches sélectionnées sont ensemencées sur milieu  gélosé contenant du Plomb à des 

concentrations de [0 - 6 Mm] avec une variation de 1 mM. Tandis que les concentrations du Cadmium  

varient entre 0 et1.5 mM avec un intervalle de 0.5 Mm 
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7. Identification des souches bactériennes résistantes au Pb et Cd 

Les souches résistantes à la présence des métaux sont récupérées dans des tubes contenants du 

bouillon nutritif puis incubés à 30°C pendant 24 H.  Les suspensions obtenues sont mises à une identification 

en utilisant des milieux spécifiques (Mac Conkey ,  Chapman et Cétrimide), une coloration de Gram et 

quelques tests biochimiques. 

7.1. Tests biochimiques 

 Test d’oxydation et de fermentation  

C’est un test déterminant si un organisme recourt à un métabolisme oxydatif ou fermentatif pour 

utiliser l’ hydrate de carbone donné, c’est le glucose. On remplit deux tubes à essai sur une hauteur de 8 cm 

environ avec le milieu Hugh et Leifson (composition voir annexe I) supplémenté par du glucose et un 

indicateur de pH , le bleu de bromothymol, qui rend le milieux vert (pH 7.0) . 

Un des deux tubes est recouvert d’une couche de paraffine stérile, d’environ 1 cm d’épaisseur afin 

d’éviter la réoxygénation. Les deux tubes sont ensuite incubés à 30°C pendant  24H. 

 Test de l’uréase et la Tryptophane Désaminase (TDA)  

Les uréases sont des enzymes qui hydrolysent l’urée (NH2)2.CO, en dioxyde de carbone et ammoniac. 

Ce test est effectué sur le milieu urée indole (voir annexe I), les résultats seront obtenus après 24H 

d’incubation à 30°C. 

 Test de décarboxylases (arginine-dihydrolase : ADH ; ornithine-décarboxylase : ODC ; 

lysine-décarboxylase : LDC.)  

Ces tests détectent la capacité d’un organisme de produire des décarboxylases, enzymes qui 

décarboxylase l’arginine, lysine et ornithine en agmatine , cadavérine et putrescine, respectivement.  

On inocule avec l’organisme à tester un tube témoin (sans acide aminé) et trois tubes de bouillon de 

Moëller (voir annexeI), contenant chacun un des acides aminés et le pourpre de bromocrésol et le rouge de 

crésol comme indicateurs de pH. Le bouillon est recouvert d’une couche de paraffine stérile pour les souches 

qui possèdent un métabolisme fermentatif. La lecture aura lieu  après 24H d’incubation à 30° C. 
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 Test à l’ONPG 

Le principe de ce test repose sur le fait que l’Ortho-nitrophényl –Bdgalactopyranoside (composé incolore ) 

est scindé par l’enzyme (ONPG hydrolase ) en libérant de l’orthonitrophénol (compose soluble jaune)  

Faites une suspension dense de la bactérie à étudier prélevée sur la pente d’un milieu Hajna et Kligler 

dans 0 ,5 ml d’eau physiologique stérile (voir annexe). On ajoute un disque d’ONPG et on incube au bain 

marie à 37°C. Test Réduction de nitrate  

Ce test détecte si un organisme est capable de réduire le nitrate. Il peut être employé pour les 

Entérobactéries et les Pseudomonas. On  cultive l’organisme dans du bouillon nitraté. (Voir annexe I). La 

lecture aura lieu  après 24H d’incubation à 30° C [30] 

 Test du type respiratoire  

 Le milieu utilisé est la gélose viande –foie (VF). Ce milieu contient du glucose comme source 

d’énergie mais il ne contient pas de nitrate (accepteurs d’électron). Avant d’être ensemencé, le milieu doit 

être régénéré par séjour  d’une demi-heure au bain –marie bouillant puis refroidi à 45°C 

L’ensemencer se fait par une pipette Pasteur. En introduisant l’effilure stérile de la pipette pasteur 

jusqu’au fond du tube puis en remontant et redescendant successivement plusieurs fois en décrivant des tours 

de spire très serrées. Puis en sortant verticalement à 0.5 cm de la surface. Incuber à 37°C pendent 24H. 

 Utilisation du glucose, lactose et production de gaz et d’hydrogéne sulfureux  

Milieu utilisé est Hajna Kligler (K.I.A.) (voir annexeI). Ce  milieu complexe permet de confirmer la 

fermentation du glucose avec ou sans production de gaz et d’orienter l’identité du genre par l’étude de 

l’attaque du lactose et de la production d’H2S. 

La surface de la gélose est ensemencée abondamment par stries serrées et le culot par une piqure 

centrale. Les tubes sont  incubés à 37°C pendant 24H. 

 Production d’indole  

Certaines bactéries sont capables de dégrader le tryptophane en indole grâce à une tryptophanase. La 

culture est effectuée sur des milieux riches en tryptophanes (eau peptonée exempte d’indole) et incubée à 

37°C pendant 24H . 
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 Test sur King A et King B  

Les milieux de King (A et B) permettent de différencier les espèces du genre Pseudomonas, 

par la mise en évidence de la production de pigments spécifiques. L'élaboration des pigments est 

influencée par la composition du milieu. 

La production de pyocyanine par Pseudomonas aeruginosa est favorisée par la présence 

d'ions inorganiques dans le King A. Tandis que la production de la pyoverdine, est favorisée par 

une teneur élevée en phosphate du milieu King B. 

Les milieux sont ensemencés en faisant des stries à la surface de la gélose.  L'incubation est 

réalisée en aérobiose à 37°C pendant 24H. 

 Protéolyse de gélatine  

L’hydrolyse de la gélatine traduit une certaine activité protéolytique de la souche.  La technique 

utilisée  est celle de Frazier utilisant comme milieu de la gélose nutritive additionnée de 4% de gélatine. Le  

milieu stérile est coulé en boite de pétrie. 0.1ml de la culture  est ensemencé au centre de la boite puis  

incuber 48H ou plus à 37°C 

 Recherche de la lécithinase 

De nombreux microorganismes peuvent hydrolyser les phospholipides, et tout 

particulièrement la phosphatidylcholine (ou la lécithine).  

        Avant l’ensemencement  un jaune d’œuf  est ajouté au milieu Baird Paker (voir annexe). Ce 

milieu contient une base nutritive riche des accélérateurs de la  croissance comme le pyruvate de 

sodium et le glycocolle. Une goutte de la suspension bactérienne est déposée au centre de la boite 

de pétrie et incubée pendant 24 H ou plus à 37°C. 
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Résultats et discussion  

1. Isolement 

Après 48H d’incubation des boites contenant les fragments des racines désinfectées et en 

présence d’un antifongique, on a peut récupérer 30 colonies bactériennes. L’ensemencement des 30 

tubes contenant les différentes souches impures (tableau 1 en annexe II) ; dont 10 font partie de 

Lygeum spartum, et 20 font partie de Hedysarum pallidium sur les milieux spécifiques a donné 71 

souches différentes ; soit 57,75%de Lygeum spartum et 42.25% de Hedysarum pallidum.   

D’après les tableaux 2et 3 (voir annexe II) on remarque que  20.51% des souches isolées des 

racines  de Lygeum spartum ont poussé sur milieu Chapman, 28.20% sur Cétrimide et  51.28% sur 

Mac conkey. Par ailleurs 53.57%  des endophytes obtenus des racines de Hedysarum pallidum ont 

poussé sur Chapman, 17.85% et 28.57% sur Mac conkey et  Cétrimide respectivement.  

L’examen microscopique après coloration de Gram a permis de différencier les bactéries Gram 

négatif des Gram positif et  la forme des bacteries. La figure N°1  montre qu’environ   62.95% des 

souches  appartiennent au Gram négatif et 37.04%  au Gram positif.  

 

 

Figure 1 : Distribution des souches Gram – et Gram + chez  

Hedysarum pallidum et Lygeum spartum . 
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Selon les figures 2 et 3 on remarque une prédominance des souches bactériennes à Gram négatif 

soit environ 79% pour Lygeum spartum contre 46 % pour  Hedysarum pallidum.  Donc le taux 

d’endophytes  à Gram négatif est plus important au niveau des racines de Lygeum spartum que 

celles d’Hedysarum pallidum. 

 

Figure 2 : Distribution des souches Gram + et Gram- chez  Lygeum spartum 

 

Figure 3 :Distribution des souches Gram+ et Gram- chez Hedysarum pallidum 

Ces résultats se concordent avec les travaux de BOLTON H  et al.,1995 et HARZALLAH B. 

et al. 2008  qui ont étudié les bactéries  rhizosphèriques . Cependant nos résultats se contre dit  avec 

ceux de INOURI et al., 2007 ; qui dévoilent la prédominance des souches Gram positif. 
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2. Test de toxicité   

L’ensemencement des 30 souches précédemment citées  sur milieu gélosé supplémenté par  

10mM, 5 mM et 2mM de Plomb et Cadmium a donné les résultats suivants :  

Pour le plomb, à 10 mM, aucune souche n’a pu se développer. Alors que  à 5mM, une seule 

souche (H8rac1D) de la plante Hedysarum pallidum qui a toléré la présence de cette concentration 

métallique. Et enfin  à 2mM on a pu  isoler  7 souches ; dont 5 souches d’Hedysarum pallidum   et 2 

autres  de Lygeum spartum.  Les résultats sont résumés dans le tableau 4 porté en  annexe II. 

On constate pour la première expérience que avec la concentration de 10 mM , il  n’y a 

aucune résistance des souches des deux plantes. Ce qui nous mène à dire que cette concentration du 

Plomb est inhibitrice. Cependant,  à 2 mM de Pb on a obtenu 7 souches qui ont tolérées cette 

quantité du métal dont en plus d’une souches qui a résistée à 5mM soit : 62.5% des souches 

appartient à d’Hedysarum pallidum et 37.5 % de Lygeum spartum . Ce qui est montré dans la Figure 

N°4. 

 

  Figure 4 : Test de toxicité au Plomb  
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Pour le Cadmium  toutes les souches étudiées n’ont pas pu résister ni à 10 mM, ni à 5mM et 

même à 2mM. Ce qui nous a obligé de diminuer la  concentration  jusqu’à 0.5 mM. Cette 

concentration  a permis le développement de 8 souches dont 4 souches  d’Hedysarum pallidum et 4 

autres de Lygeum spartum. Bien que la figure N°5 nous montre le taux de résistance des souches à 

la présence du métal étudié ;Ces résultats sont résumés dans le tableau N°5 porté en annexe II. 

 

Figure 5 : Test de toxicité au Cadmium 

D’après les résultats obtenus on  constate  que, plus la concentration du métal  augmente plus 

le taux des souches  sensibles est important. Ces données ont également affirmées que le Cadmium 

est plus toxique que  le Plomb. Cette conclusion est confirmée  par CARIP et al. 2008 . 

La coloration de Gram des souches résistantes au Pb et Cd a révélé que : 

Pour les souches résistantes au Plomb, on a obtenu que des bactéries Gram négatif  dont 62.5 

%  appartenant à Hedysarum pallidum, et 37.5%  à Lygeum spartum (voir Figure N°6).Ce qui nous 

mène  à dire que Hedysarum pallidum est plus accumulatrice du Plomb que Lygeum spartum. Par 

conséquent les bactéries Gram négatif issue de la plante Hedysarum pallidum sont plus importantes 

que celles de la plante Lygeum spartum. Ces résultats sons porté en annexe II tableau N°6. 
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Figure 6 :   Bactéries résistantes à  2mM de Plomb 

Les souches résistantes au  Cadmium possèdent également un Gram négatif dont 50 %  

appartiennent à Lygeum spartum et 50% à Hedysarum pallidum.  Ces résultats montrent que le 

pourcentage des bactéries résistantes  des deux plantes est le même. Ce qui prouve que le taux de 

résistance des souches, vis-à-vis au Cadmium, de  Lygeum spartum  est similaire avec celui 

d’Hedysarum pallidum. (voir  Figure N° 7 ). Par contre on observe un absence complèt des 

bactéries Gram positif dans les deux plantes, également montré précédemment dans le cas du Pb  . 

(voir annexe II, tableau N°7 ) 

 

Figure 7: Bactéries résistantes à 0.5mM de Cadmium 
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Notre étude dévoile que  la totalité des souches bactériennes résistantes  que se soit au Pb 

et / ou au Cd  sont des bactéries Gram négatif. Encor on constate que les bactéries endophytes de la 

plante Hedysarum pallidum sont plus résistantes au Pb qu’au Cd.  

 3. Détermination de la C.M.I  

Il s’agit de la concentration métallique à partir de laquelle une souche bien définie ne peut se 

développer. La concentration minimale inhibitrice est déterminée pour chaque métal 

indépendamment. Seules les souches ayant résistées à une concentration métallique de 4 et 6 mM  

de Pb et 0.5mM de Cd ont été soumises à ce test soit 16 souches (8 pour le Cd et 8 pour le Pb). 

D’après les tableaux N°8 et N°9  mentionnés en annexe II on remarque que la croissance 

bactérienne est inversement proportionnelle à la concentration du métal. Cependant la sensibilité  

des souches ensemencées dépend du métal étudié. 

 Selon la figure 8 on observe que cinq souches ont montré une CMI de 3mM vis-à-vis au Pb, 

mais les autres trois ont résisté à cette concentration. L’augmentation de la concentration du métal 

révèle que la souche H8rac1D possède une CMI de   6mM  tandis que H8rac1A et H7rac3E ont une 

CMI de 4mM.  

Pour le Cadmium toutes les souches sélectionnées ont présenté une CMI de 1.5mM. La  

Figure 8 et 9 nous permet de témoigner ce résultat. 

 

Figure 8 : Résultats de la CMI pour le Plomb 
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Figure 9 : Résultats de la CMI pour le Cadmium  

4. Identification des souches  

 Après la détermination de la CIM, 11 souches qui ont montré une CMI importante ( 4mM et 

6Mm pour Pb et 1.5mM pour Cd) sont soumises à une identification.  Elles ont été ensemencées  

sur Mac conkey, Cetrimide et Chapman suivie d’une coloration de Gram puis quelques tests 

biochimiques. Voir Tableaux 10 et 11 portés en annexe II. 

4.1. Coloration de Gram  

L’utilisation des milieux sélectifs  nous a permis d’obtenir 19 souches pures.  Les trois souches 

résistantes à plus de 3mM et 5mM de plomb, appartiennent à Hedysarum pallidum, ont poussé sur 

le milieu Mac conkey (3 souches) et la coloration de Gram a confirmé que ces trois souches sont 

des bacilles Gram négatif. Cependant les huit souches, quatre d’Hedysarum pallidum et  quatre de 

Lygeum spartum, qui ont une CMI de 1.5 mM pour le Cadmium, sont des Gram négatif et qui ont 

pu se développer sur Mac conkey (8 souches) et Cetrimide (8souches)  

4.2. Tests biochimiques  

Les différents tests biochimiques des 19 souches, sont résumés dans les tableaux 12,13 et 14  

portés en annexeII, l’interprétation de chaque test est comme suite: 
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*Le type de métabolisme glucidique est déterminé en se basant surle jaunissement de 

l’indicateur de pH qui nous renseigne sur l’utilisation de l’hydrate de carbon  et la production 

d’acide. Le virage dubleu de bromothymol au jaune dans le  tube avec paraffine indique que les  

bactéries sont fermentatives. Les  bactéries oxydatives montrent changement au jaune du tube sans 

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

tubes avec et sans paraffine. 

Les résultats de ce test montrent que  13 bactéries sont fermentatives alors que 6 bactéries sont 

inertes. 

*La production d’uréase est mise en évidence par la libération de l’ammoniac qui alcaline 

le milieu ; elle fait virer le rouge du phenol de sa teinte de départ jaune orangé au rouge. Sur la 

totalité des souches testées on a eu 12 bactéries uréase 
+ 

et 7  autres uréase 
- 
. 

*La dégradation des acides aminés : Lysine , Onithine et  Arginine est basée sur la 

production d’une des trois enzymes principales  LDC, ODC et  ADH dans cette ordre. L’absence 

d’une des enzymes précédemment citées permet le virage du bromocrésol pourpre au jaune ; tandis 

que leur présence garde le milieu dans son état initial. Ce test dévoile que : 6 bactéries sont ADH
+
 

contre 5 bactéries sont ADH
-
, 4 bactéries sont ODC

+
 et 7 bactéries  sont ODC

- 
et enfin 5 bactéries  

sont LDC
+
 tandis que 6 bactéries sont  LDC

- 
(vu le manque de ce milieu, ce test n’étaitfait que pour 

les souches obtenues sur Mac conkey) 

*La recherche d’ONPG oxydase est  réalisé après 15 mn d’incubation puis  30 mn , 1H 

,2H… les réactions positives , en majorité , sont observées entre 15 et 30 mn. On constate 

l’apparition d’une coloration jaune chez 7  souches donc elles sont  ONPG
+ 

. 

*La réduction de nitrate est catalysée parla  nitrate réductase. L’addition de   quelques 

gouttes de réactifs  NR1  et  NR2 à la culture qui se combinent à tout nitrite présent et forment un 

colorant rouge azoïque soluble. Ce  test révèle que 18 souches sont NR
+
 contre une seule souche qui 

a monté l’absence de la coloration rouge.  
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Ce cas peut signifier soit  le nitrate n’a pas été réduit, soit  que le nitrate  s’est formé mais il 

a été ensuite réduit. Pour distinguer entre ces deux possibilités, on a ajouté la poudre de zinc qui 

réduit le nitrate en nitrite, et elle a fait apparaitre une coloration rouge parce que le nitrite 

nouvellement formé se combine avec les réactifs du milieu.  

*Le type respiratoire des bactéries testées doit montrer un de ces aspects : Aérobies 

strictes dont la croissance bactérienne se trouve en surface de tube, Aéro-anaérobie facultatif dont 

les colonies bactériennes  occupant tous le milieu et enfin anaérobies strictes où les colonies 

bactériennes se trouvent au profond de tube.  

 Cet essai dévoile  que  14 bactéries sont aéro-anaérobies facultatives et 4 bactéries sont aérobies 

strictes et une seule anaérobie stricte  

*La réaction au rouge de méthyle  est réalisée pour mettre en évidence  la production 

d’acides mixtes. La stabilité  de la couleur rouge, du rouge de méthyle additionné, en cas de pH 

inférieur à 5 confirme la production d’acide  (RM
+
) ; dans le cas contraire on observe une couleur 

jaune (RM
-
). Le test RM sur nos souches montre que 16 souches sont capables de synthétiser des 

acides mixtes par ailleurs 3 souches  sont  dites RM
- 

 *La réaction de Voges- ProsKauer est réalisée par l’addition de quelques gouttes de 

réactifs VP1 et VP2. Après 10 minutes une coloration rose (rouge) traduit la présence de l’acétoine. 

Les résultats montrent que 17 souches sont VP
+ 

et 2 souches VP
-
 

*Utilisation du glucose ; lactose et production de gaz d’hydrogène sulfureux testées sur 

milieu Hajna kligler peut donner les résultats suivant : 

Ce milieu nous a pas donné de résultats parce qu’il était malheureusement  périmé.  

*Production d’indole à partir du tryptophane peut être mise en évidence on ajoutant le 

réactif Kovacs. La formation d’un anneau rouge en surface se traduit par indole +. La formation 

d’un anneau brun en surface signifie  indole –. Nos résultats montrent que toutes nos souches sont 

indol-. 
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 *La tryptophane Désaminase est montré par l’apparition d’un précipité brun foncé après 

l’ajout du réactif TDA  et donc la souche est dite TDA+ ; l’Absence de précipité signifie que la 

souche est TDA -. Nos résultats montrent que 15 souches sont TDA+ et 4 souches sont TDA-. 

L’obtention de couleur bleue sur le milieu King A  nous permet de dévoiler la présence de 

pyocyanine. Tandis que la couleur jaune-vert fluorescent sur le milieu King B nous oriente vers 

laprésence de pyoverdine.  Six souches ont pu se développé sur  King A et deux souches sur King 

B sans pigmentation sur les deux milieux. (voir tableau 14) 

 *La gélatinase  est mise en évidence par l’ajout du Hg Cl2/HCL  sur le milieu contenant de 

la gélatine. L’activité  protéolytique de la souche  se traduit par l’apparition d’un précipité 

blanchâtre à l’exception de la zone ou la gélatine a été hydrolysée.  Le  tableau 14 montre la totalité 

des souches incapable de synthétiser cette enzyme donc elles sont gélatinase - 

*La présence de la lécithinase est observée par  une clarification de la gélose autour des 

stries de l’ensemencement, ce qui montre la présence de  lipoprotéinase. Selon nos  résultats portés 

dans le tableau 14, on a obtenu 7 souches capables de synthétiser cette enzyme et une seule souche 

lécithinase -. 

N.B les tests de la gélatinase et la lécithinese ainsi l’ensemencement sur milieu King A et King B 

ont été réalisés que pour les souches obtenues sur la Cétrimide.  

Les milieux, Cetrimide et Mac conkey, nous orientent aux  genres  Pseudomonas et 

Enterobacteries respectivement. En plus on comparant les résultats des tests biochimiques qui sont 

résumés dans les tableaux 12,13 et14 en plus des  données portées sur les tableaux 15,  16 et 17 

(voir annexe II) nous ont permis  d’identifier quelques souches bactériennes. Ces tableaux nous 

montrent une prédominance des Enterobacteriaceae, parmi lesquels on note la présence 

de : Salmonella typhi (1), Klebsiella oxytoca(2), Klebsiella pneumonia(E),Morganella morganii(3),  

Enterobacter cloacae(G),Serratia marcesens (H) et une seule espèce du genrepseudomonas c’est 

laP.stutzeri  (F). Toutes ces souches sont des bactéries endophytes isolées des racines de 

Hedysarum pallidum.  
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D’autre part les souches Providencia rettgeri (A), P. alcalifaciens(B), P. rettgeri (C), P.  

stteartti(D) sont obtenues des racines de Lygeum spartum. Signalons que les espèces citées 1-2-3 

sont résistantes uniquement  au plomb et les espèces A-B-C-D-E-F-G-H sont résistantes 

uniquement au Cd. 

Les tableaux 17 et 18 résument l’ensemble des tests biochimiques pour chaque souche avec 

son degré de compatibilité avec les souches répertoriées. On remarque qu’on a pu identifier  12 

souches sur 19 souches étudiées avec un pourcentage de certitude de 60% et plus dans tous les cas 

où la bactérie était identifiée.   
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Conclusion 

Conclusion 

Ce travail a été basé principalement sur l’isolement et l’identification des bactéries 

endophytes résistantes au Cadmium et au Plomb ; à partir de deux plantes steppiques Lygeum 

spartum et Hedysarum pallidum. 

L’ensemencement sur milieu Chapman, Cétrimide Mac conkey  a donné 71 souches 

différentes ; soit 57,75% de Lygeum spartum et 42.25% de Hedysarum pallidum. L’examen 

microscopique après coloration de Gram montre qu’environ   62.95% des souches  appartiennent au 

Gram négatif et 37.04 %  au Gram positif 

La sensibilité des bactéries vis-à-vis le Cadmium et le  Plomb se différencie  selon les espèces  

et le degré de toxicité du métal. Les tests de toxicité ont permis de sélectionner une souche 

résistante à 5mM et 7 souches résistantes à 2 mM de Pb et  8 souches résistantes à 0.5 mM de Cd. 

Ces mêmes tests ont montés que le Cd est plus toxique que le Pb par ailleurs ce dernier possède une 

CMI de 6mM et 4 mM contre une CMI de 1.5mM de Cd . 

Les tests biochimiques ont permis d’identifier les bactéries endophytes résistantes :  

 A partir d’ Hedysarum pallidum : on a identifié sept souches qui  appartiennes  aux 

entérobactéries dont : Salmonella typhi (1), Klebsiella oxytoca(2), (E) Klebsella 

pneumoniae,Morganella morganii(3), (G) Enterobacter cloacae ,(H)Serratia marcesens,et 

une seule espèce du genrepseudomonas c’est laP.stutzeri (F)  . 

 A partir deLygeum spatum on a identifié 4 entérobactéries  qui appartiennent au genre 

 Providencia : (A) P.rettgeri  (B) P. alcalifaciens, (C) P.rettgeri, (D) P.stuartti ;signalons 

que les espèces citées 1-2-3 sont résistantes uniquement  au plomb et les espèces A-B-C-D-

E-F-G-H sont résistantes uniquement au Cd 

Pour compléter ce travail, il serait souhaitable de faire une identification plus poussée des 

souches les plus résistantes en utilisant des techniques de biologie moléculaire et protéomique.  La 

nécessité de doser quelques enzymes de stresse telles  r la catalase, la peroxydase, la SOD et autres 

enzymes pour estimer le degré de stresse en présence des métaux étudiés . 
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ANNEXES I 

Les milieux utilisés 

Mac conkey  

Peptone trysique…………………..17g 

Peptone de viande de caséine……….3g 

Lactose.......................................….10g 

Sels biliairs………………………....5g 

Chlorure de Sodium………………..5g 

Rouge Neutre…………….……40 mg 

pH =7.4 

  Cétrimide (gélose) 

Peptone de gélatine:........................16,0 g 

Peptone de caséine:.........................10,0 g 

Bromure de tétradonium (cétrimide):..........0,2 g 

Acide nalidixique:..........................15,0 mg 

Sulfate de potassium:.......................10,0 g 

Chlorure de magnésium:........................1,4 g 

Agar:.......................................10,0 g  
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Chapman (gélose) 

Peptone:.......................................................10,0 g 

Extrait de viande de bœuf :...................... 1,0 g 

Chlorure de sodium:.................................75,0 g 

Mannitol:...................................................10,0 g 

Rouge de phénol:...................................0,025 g 

Agar:................................................15,0 g 

Eau distillée:....................................................1Litre 

pH = 7,4 

Clark et Lubs (Bouillon)  

Peptone....................... 5 g 

Glucose....................... 5 g 

Hydrogénophosphate de potassium....................... 5 g 

Eau distillée.......... 1 l 

pH = 7,5 

 Eau peptonée  

Peptone exempte d'indole....................... 10 g 

Chlorure de sodium....................... 5 g 

pH = 7,2 
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http://fr.wikipedia.org/wiki/Peptone


 
 

Gélose gélatinée à 4%  

Gélatine ………………………….  40g 

Gélose nutritive  ordinaire……..1000ml soit 

Peptone………………………….10g 

Extrait de viande…………………5g 

Chlorure de sodium……………...5g 

Agar…………………………….15g 

Hugh et Leifson  

Tryptone....................... 2 g 

Bleu de bromothymol....................... 30 mg 

Chlorure de sodium....................... 5 g 

Hydrogénophosphate de potassium....................... 0,3 g 

Agar....................... 2,5 g 

PH = 7,1 

Kligler-Hajna  

Peptone....................... 15 g 

Extrait de viande....................... 3 g 

Extrait de levure....................... 3 g 

Peptone pepsique de viande....................... 5 g 

Glucose....................... 1 g 

Lactose....................... 10 g55 

http://fr.wikipedia.org/wiki/Peptone
http://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Extrait_de_viande&action=edit&redlink=1
http://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Extrait_de_levure&action=edit&redlink=1
http://fr.wikipedia.org/wiki/Peptone
http://fr.wikipedia.org/wiki/Glucose
http://fr.wikipedia.org/wiki/Lactose


 
 

Rouge de phénol....................... 25 g 

Chlorure de sodium....................... 5 g 

Sulfate ferreux....................... 0,2 g 

Thiosulfate de sodium....................... 0,3 g 

Agar-agar....................... 11 g 

pH = 7,5 

Milieu de Moëller  

Extrait de levure ............................................ 3 g 

L-ornithine (monochlorhydrate) 

L-arginine (monochlorhydrate) ................. 5 g 

L-lysine (monochlorhydrate) 

Glucose ........................................................ 1 g 

Bromocrésol pourpre ............................ 0,16 mg 

Éthanol ........................................................ 1 ml 

Chlorure de sodium ................................... 5 g 

pH = 6,8 

Bouillon Nitraté  

Infusion cœur-cervelle....................... 25 g 

Nitrate de sodium....................... 10 g 

Eau distillée....................... 1 l 

pH = 7,2 56 

http://fr.wikipedia.org/wiki/Rouge_de_ph%C3%A9nol
http://fr.wikipedia.org/wiki/Chlorure_de_sodium
http://fr.wikipedia.org/wiki/Thiosulfate_de_sodium
http://fr.wikipedia.org/wiki/Agar-agar
http://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Extrait_de_levure&action=edit&redlink=1
http://fr.wikipedia.org/wiki/Ornithine
http://fr.wikipedia.org/wiki/Arginine
http://fr.wikipedia.org/wiki/Lysine
http://fr.wikipedia.org/wiki/Glucose
http://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Bromocr%C3%A9sol_pourpre&action=edit&redlink=1
http://fr.wikipedia.org/wiki/%C3%89thanol
http://fr.wikipedia.org/wiki/Chlorure_de_sodium
http://fr.wikipedia.org/wiki/Potentiel_hydrog%C3%A8ne
http://fr.wikipedia.org/wiki/Nitrate
http://fr.wikipedia.org/wiki/Eau


 
 

Urée-indole  

L-tryptophane…………………………………3 g 

Urée…………………………………………..20 g 

Monophydrogénophosphate de potassium…….1 g 

Dihydrogénophosphate de potassium………….1 g 

Chlorure de sodium…………………………....5 g 

Ethanol à 95°GL………………………….....10 ml 

Rouge de phénol……………………………25 mg 

Bouillon d’indol 

K2HPO4…………………..3.13g 

 L-Tryptophane……………..1g 

 NaCl………………………….1g 

KH2PO4……………………….1.27 

Eau distillé……….200ml 

 PH 7.2 ± 0 

Bouillon nutritive 

Extrait de viande ……………………………...3g 

Extrait de levure………………………………..2g 

NaCl…………………………………………..1g 

Eau  distillée………………………………….100ml 

PH 7.4±0.2à25°C57 



 
 

Gélose nutritive  

Extrait de viande………………………….3g 

Agar………………………………………..15g 

Peptone…………………………………….5g 

Extrait de levure……………………………..2g 

NaCl……………………………………….1g 

Eau distillée……………………………….100ml 

pH ±0.2 à25°C 

Coloration de Gram  

*Coloration primaire  

          Les frottis bactériens sont préparés par étalement d’une couche mince de la suspension 

bactérienne, séchée et fixée. Ces  frottis sont recouverts par le violet de Gentiane et laissés agir 2 

mn. 

*Mordant  

         Sur les lames, on verse quelques gouttes de la solution du Lugol et on  laisse agir 1mn ; puis 

on lave et enfin on  fait égoutter les  lames. 

*Décoloration  

     Les cellules bactériennes sont décolorées par l’addition de l’acétone, après 2sec les lames sont 

lavées abondamment  à l’eau  distillée. 

*Contre coloration  

      La contre coloration est réalisé par la Fuchine.  Après 2 min  de son addition, les  lames sont 

rincées avec de l’eau distillée puis  séchée. 
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ANNEXE II 

Tableau 1 : Souches étudiées 

 

 

Milieux Mac conkey   Milieux Cetrimide  Milieux Chapman  

L7 rac 3B (2) L7 rac 1B L8 rac 2A 

L7 rac 1B(2) L8 rac 1C (1) L8 rac 1 A(1) 

L8 rac 1C(1) L8 rac 3B(1) L8 rac 2B(2) 

L8 rac 2B (2) L7 rac 2B L8 rac 1 A (1) 

L8 rac3A2) L8 rac 1A L8 rac 2 A (1) 

L8 rac 1B (2) L8 rac 2B (1) L7 rac 2B 

L8 rac 3A(4) L8 rac 3A (1) L8 rac 1A (2) 

L7 rac 2B(2) L8 rac 2B L8 rac 2 B (1) 

L7 rac 2B(1) L8 rac 3A  

L8 rac 3B (1) L8 rac 1B  

L7 rac 1B(1) L8 rac 2 A  

L8 rac 3A(3)   

L8 rac 2B(1)   

L8 rac 1B(1)   

L8 rac 1A(2)   

L8 rac 3 A (1)   

L8rac 3A(2)   

L8 rac 1A (1)   

L8rac 3A (1)   

L8rac 3A (1)   

51.28% 28.20% 20.51% 

Tableau 2: Souches  obtenues après ensemencement sur les milieux spécifiques 

( planteLygeum spartum) 
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1. L 8 rac 3a                     

2. L8 rac 2a  

3. L7rac 2b  

4. L7rac 1b  

5. L 8 rac 1b  

6. L 7 rac 1a  

7. L8 rac 2b  

8. L8 rac 3a  

9. L8 rac 1c  

10. L8 rac 3a . 

 

11. H8 rac 1A  

12. H8 rac 1D 

13. H7 rac 1B 

14. H8 rac 3W  

15. H7 rac 3 

16. H8 rac 3 A  

17. H7 rac E  

18. H7 rac 2C  

19. H7 Rac 2C  

20. H7 rac 3C  

 

21. H7 rac 3 B  

22. H8 rac 2A  

23. H8 rac 2C  

24. H7 rac 3D  

25. H8 rac 3D  

26. H7 rac 2A  

27. H8 rac 28  

28. H7 rac 3C  

29. H7 rac 2B  

30. H8 rac 1D  

 

 33.33%  des souches Lygeum spartum 66.66% des souches de  Hedysarum pallidum 



 
 

Milieux Mac  Milieux Cetrimide  Milieux Chapman  

H8 rac 3W H8 rac 2C H8 rac 1A (3) 

H7 rac 2 A H7 rac 3B H8 rac 1A (1) 

H8 rac 28 H8 rac 3D H8 rac 1D 

H7rac 2C H8 rac 2A H7 rac 1B 

H8 rac 2 A H8 rac 3W H8 rac 3W 

H7 rac 3C  H7rac 3 

H7rac 2B  H8 rac 3E 

H8 rac 2C  H7 rac E 

  H7 rac 2C 

  H7 rac2C 

  H8 rac 1D 

  H7 rac 3C 

  H7 rac 3B 

  H8 rac 1A (2) 

  H8 rac 2A 

28.57% 17.85% 53.57% 

Tableau 3 : Souches  obtenues après ensemencement sur les milieux spécifiques 

(planteHedysarum pallidum) 

 

 

 

 

 

Tableau 4 : Résultats de test de toxicité  [2mM Pb] 

 

L8rac1C  H8 rac3D  
L8 rac 1A " H8 rac 2A  

L8 rac1A ' H7 rac3B' 

L8 rac1A  H8 rac3W  

50% Lygeum spartum 50% Hedysarum pallidum 

Tableau 5 : Résultats de test de toxicité  [0.5mM Cd] 
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H8 rac 1D  L8 rac 1A 

H8 rac 1A  L8 rac 2B 

H7 rac 3E  L8 rac 1D (résistante 5  mM) 

H7 rac 1B   

H7 rac 2C   

62.5% de  Hedysarum 

pallidum 

37.5% de Lygeum.spartum 



 
 

Milieu Cétrimide Milieu Mac conkey Milieu Chapman 

Pas de poussé H8rac1D Pas de poussé 

Pas de poussé H8rac1A Pas de poussé 

Pas de poussé H7rac3E Pas de poussé 

Pas de poussé H7rac1B Pas de poussé 

Pas de poussé H7rac2C Pas de poussé 

Pas de poussé L8rac1A Pas de poussé 

Pas de poussé L8rac2B Pas de poussé 

Pas de poussé L8rac1D  Pas de poussé 

5 souches Hedysarum pallidum 3 souches Lygeum spartum 

62.5%Gram - 37.5%Gram- 

Tableau 6 : Résultat d’ensemencement des souches résistantes à 2mM Pb sur les milieux 

spécifiques 

 

Milieu Cétrimide Milieu Mac conkey Milieu Chapman 

L8rac1A " Pas de poussé Pas de poussé 

L8rac1C Pas de poussé Pas de poussé  

L8rac1A' Pas de poussé Pas de poussé 

L8rac1A Pas de poussé Pas de poussé 

H8rac3D Pas de poussé Pas de poussé 

H8rac3W Pas de poussé Pas de poussé 

H8rac2A Pas de poussé Pas de poussé 

H7rac3B' Pas de poussé Pas de poussé 
4 souches de Lygeum spartum 4 souches de Hédysarum pallidum 

 50% Gram- 50% Gram- 

Tableau 7 : Résultat d’ensemencement  des souches résistantes  à 0.5  mM Cd sur  milieux 

spécifiques  

Souche résistantes                                             [Pb mM] 

oncentration. 0 1 2 3 4 

H8 rac 1D  Indénombrable 196 104 120 (+) 

H8 rac 1A  Indénombrable 90 74 41 (-) 

H7 rac 3E  Indénombrable 30 39 20 (-) 

H7 rac 1B  Indénombrable 130 75 (-) (-) 

H7 rac 2C  Indénombrable 17 5 (-) (-) 

L8 rac 1A  Indénombrable 200 100 (-) (-) 

L8 rac 2B  Indénombrable 143 48 (-) (-) 

L8 rac 1D  Indénombrable Indénombrable 31 (-) (-) 

Tableau 8 : Résultats de la CMI pour le  Plomb. 
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Tableau 9 : Résultats de la CMI  pour le Cadmium. 

 

Milieu Cétrimide Milieu Mac conkey Milieu Chapman 

Pas de poussé H8rac1D Pas de poussé 

Pas de poussé H8rac1A Pas de poussé 

Pas de poussé H7rac3E Pas de poussé 
3 souches Hedysarum pallidum à 100% Gram- 

Tableau 10 : Résultat d’ensemencement des souches résistantes, ayant une CMI plus de 3mM 

Pb, sur les milieux spécifiques  . 

 

 

Milieu Cétrimide Milieu Mac conkey Milieu Chapman 
H8 rac3D H8 rac3D Pas de poussé 
H8 rac 2A H8 rac 2A Pas de poussé  
H7 rac3B' H7 rac3B' Pas de poussé 
H8 rac3W H8 rac3W Pas de poussé 
L8rac1C L8 rac1C Pas de poussé 

L8 rac 1A " L8 rac 1A " Pas de poussé 
L8 rac1A ' L8 rac1A ' Pas de poussé 
L8 rac1A L8 rac1A Pas de poussé 

4 souches de Lygeum spartum 4 souches de Hédysarum pallidum 

Tableau 11 : Résultat d’ensemencement des souches résistantes, ayant une CMI de 1.5mM Cd, 

sur les milieux spécifiques  . 
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Souche résistantes                                              [Cd  mM] 

Concentration  0 0.5 1 1.5 

H8 rac3D  Indénombrable +++ ++ (-) 

H8 rac 2A  Indénombrable +++ ++ (-) 

H7 rac3B' Indénombrable +++ ++ (-) 

H8 rac3W  Indénombrable +++ ++ (-) 

L8rac1C  Indénombrable +++ ++ (-) 

L8 rac 1A " Indénombrable +++ ++ (-) 

L8 rac1A ' Indénombrable +++ ++ (-) 

L8 rac1A  Indénombrable +++ ++ (-) 



 
 

 

Tableau 12 : Résultats globales  des tests  biochimiques des souches résistantes au Cadmium, 

obtenues  sur  milieu Mac Conkey . 
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Cd  

Bacté

ries  

A.L8ra

c1A" 

B.L8rac

1C 

C.L8rac1

A' 

D.L8rac

1A 

E.H8rac3

D 

F.H8rac

3W 

G.H8rac

2A 

H.H7rac3

B' 

Morp

hologi

es  des 

souch

es 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Uréas

e(urée 

indol) 

+ - + 

 

- + - + + 

TDA + + + + + + + + 

NR1/

NR2 

+ + + + + + + + 

ONP

G 

- - + + - - + + 

VF A/An A/An A/An A/An A/An A/An A/An A/An 

RM + + + + + + + + 

VP1/

VP2 

- + + + + + + + 

Indol - - - - - - - - 

DCL + + + + + + + + 

Méta

bolis

me 

O/F 

F+-/O+ F+/O+ F-+/O+ F-/O+ Inerte F+/O+ inerte Inerte 

ADH - + - - + - + + 

ODC - - + - - - + + 

LDC - - - - - + - + 



 
 

 

Tableau 13 :  Résultats globales  des tests  biochimiques des souches résistantes au Plomb  

obtenues  sur  milieu Mac Conkey. 
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Pb  

Bactéries  1.H8rac1D 2. H8rac1A 3. H7rac3E 

Morphologie  des 

souches  

   

Uréase(urée indol) - + + 

TDA - + + 

NR1/NR2 + + + 

ONPG - + - 

VF A/An A/An A/An 

RM + - - 

VP1/VP2 - + + 

 indol(kovacs) - - - 

 Métabolisme O/F Inerte Inerte Inerte 

ADH + + - 

ODC - - + 

LDC + + + 

Gelatinase  - - - 



 
 

 

Tableau 14 : Résultats globales  des tests  biochimiques des souches résistantes au Cadmium 

obtenues sur milieu Cétrimide 
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Cd  

Bacte

ries  

A. 

L8rac1

A 

B. 

L8rac1

C 

C.L8rac1

A' 

D.L8rac

1A 

E.H8rac3

D 

F.H8rac

3W 

G. 

H8rac2A 

H. 

H7rac3B' 

La 

morp

hologi

e 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Uréas

e . 

+ - - + + - + + 

TDA + + + + + - - - 

NR1/

NR2 

+ + - + + + + + 

ONP

G 

- - + - - - - + 

RM + + - + + + + + 

VP + + + - + + + + 

VF As Ans A/An A/An As As A/An As 

indol(

kovac

s) 

- - - - - - - - 

Métab

olisme  

O/F 

F-/O+ F+/O- F-/O+ F-/O+ F-/O+ F-/O+ F+/O+ F-/O+ 

Leciti

nase  

+ + + + + - + + 

King

A 

A+ A- A+ A+ A+ A- A+ A+ 

King 

B 

B+ B+ B- B+ B+ B- B+ B+ 

Gelati

nase  

- - - - - - - - 



 
 

 

 

Tableaux  15 :   Identification traditionnels des Entérobactéries(1) 

 
Tableau16: Identification traditionnels des Entérobactéries ( 2) 
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Tableau 17 : Identification traditionnelle  des Pseudomona 
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Test         

 

            

Souches  U
ré

e 
 

T
D

A
  

N
R

1
/2

 

O
N

P
G

 

V
F

 

R
M

 

V
P

 

In
d

o
le

 

D
C

L
 

O
/F

 

A
D

H
 

O
D

C
 

L
D

C
 

G
él

a
ti

n
a

s 

1.H8rac1D - - + - A/AN + - - / Inerte + - + - 

90% 

Salmonella 

typhi 

- - / - / / - - /  - - + - 

2.H8rac1A + + + + A/AN - + - / Inerte + - + - 
70% 

Klebsiella 

oxytoca  

+ - / + / / + + / / - - + - 

3.H7rac3E + + + - A/AN - + - / Inerte - + + - 
70% 

Morganella 

morganii 

+ + / - / / - + / / - + - - 

A.L8rac1A" + + + - A/AN + - - + O+/F-

+ 
- - - - 

90% 

Providencia 

rettgeri 

+ + / - / + - + / / - - - - 

B.L8rac1C - + + - A/AN + + - + O+/F+ - - - - 
80% 

Providencia 

alcalifaciens 

- + / - / + - + / / - - - - 

C.L8rac1A' + + + + A/AN + + - + O+/F-

+ 
- + - - 

60% 

Providencia  

Rettgeri 

+ + / - / / - + / / - - - - 

D.L8rac1A - + + + A/AN + + - + O+/F- - - - - 

70% 

Providencia 

stteartti 

- + / - / / - + / / - - - - 

E.H8rac3D + + + - A/AN + + - + Inerte + - - - 

80% 

Klebsella 

pneumoniae 

+ - / - / / + - / / - - - - 

F.H8rac3W - + + - A/AN + + - + O+/F+ - - + - 

80% 

Salmonella 

typhi 

- - / - / + - - / / - - + - 

G.H8rac2A + + + + A/AN + + - + Inerte + + - - 

80% 

Enterobacter 

cloacae 

- - / + / / + - / / + + - - 

H.H7rac3B' + + + + A/AN + + - + Inerte + + + - 



 
 

70% 

Serratia 

marcesens 

+ - / + / / + - / / - + + + 

 

Tableau 18 : Identification  des Entérobactéries  

 

 

 

Test  

 

Souches   

U
re

é 

in
d

o
l 

 

O
N

P
G

 

L
ec

it
in

a
s

e 
 

K
in

g
A

 

K
in

g
B

 

G
el

a
ti

n
a
s

e 
 

L
a
ct

o
se

  

T
D

A
 

In
d

o
l 

 

O
/F

 

E. H8rac3D + - + + + - L- + - O+/F- 

Non identifier  / / / / / / / / / / 

F. H8rac3W - - - - - - L- - - O+/F- 

60%P.stutzeri / / / - - - / / / Aérobie  

 

Tableau 19: Identification des Pseudomonas 
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 ملخص

 ملخص

البكتيريا من خلال المقاومة لوجود الرصاص و الكادميوم . تم عزل هاته   endophytesيرتكز عملنا على تحديد البكتيريا

سلالة على آجار  03أعطت زراعة   . Lygeum spartumو  Hydysarum pallidumمن المناطق السهبية     جذور نبتتين

مم من الرصاص مع تركيز أدنى مثبط للمعادن الثقيلة  5مغذي مع تركيزات مختلفة من الرصاص و الكادميوم سلالة مقاومة لـ 

أظهرت  .مم 5.5مم من الرصاص مع تركيز أدنى مثبط للمعادن الثقيلة قدر بـ: 2سلالات مقاومة لـ  7و  يلي مولم 6قدر بـ: 

 عملية تحديد السلالات الأكثر مقاومة للمعادن الثقيلة عن طريق الاختبارات البيوكيميائية أن هذه البكتيريات هي

Salmonella typh, Klebsiella oxytoca, Klebsiella pneumoniae,Morganella 

morganii,Salmonelle typhi, Enterobacter cloacae,  Serratia marcesens, Providencia rettgeri, 

Providencia alcalifaciens, Providencia stuartti , providencia rettgeri, et Pseudomonas stutzeri. 

 الكلمات الدالة 

 .تركيز ادنى مثبط للمعادن الثقيلة  ,البكتيرية الداخلية ,المقاومة , الرصاص و الكادميوم

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

Résumé  

 

Résumé 

Notre travail porte sur l’identification  des   bactéries endophytes résistantes à la présence de 

Pb et Cd. Ces bactéries sont  isolées à partir des racines de deux plantes steppique Lygeum spartum  

et Hedysarum pallidum.  

L’ensemencement de 30 souches sur milieu gélosé supplémenté par différentes 

concentrations de Plomb et Cadmium a donné : une souche résistante à 5mM de Pb avec une CMI 

de 6mM, 7 souches résistantes à 2mM de Pb avec une CMI de 4mM et 8souches résistantes à 

0.5mM  Cd dont  leur CMI est de 1.5mM.   L’identification des souches les plus résistantes par des 

tests biochimiques dévoile que ces bactéries sont : Salmonella typhi, Klebsiella oxytoca, Klebsiella 

pneumoniae,Morganella morganii,Salmonelle typhi, Enterobacter cloacae,  Serratia marcesens, 

Providencia rettgeri, Providencia alcalifaciens, Providencia stuartti , providencia rettgeri, et 

Pseudomonas stutzeri. 

Mots clés  

Tests de toxicité, CMI, Endophytes, Cadmium, Plomb, Resistances. 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

Abstract 

Abstract  

Our work focuses on the identification of endophytes resistant to the presence of Pb and Cd 

bacteria These bacteria were isolated from the roots of two steppe plants and Lygeum spartum 

Hydysarum pallidum. Seeding of 30 strains on agar medium supplemented with different 

concentrations of lead and cadmium gave a strain resistant to 5 mM Pb with an MIC of 6 mM, 7 

resistant to 2 mM Pb with an MIC of 4 mM and 0.5 mM Cd 8souches resistant how their CMI is 

1.5mm. The identifications of the most resistant strains by biochemical tests revealed that these 

bacteria are Salmonella typhi, Klebsiella oxytoca, Klebsiella pneumoniae,Morganella 

morganii,Salmonelle typhi, Enterobacter cloacae,  Serratia marcesens, Providencia rettgeri, 

Providencia alcalifaciens, Providencia stuartti , providencia rettgeri, et Pseudomonas stutzeri. 

Key words  

Toxicity, Tests, MIC, Endophytes, Cadmium, Plomb, Resistance, Identification. 
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