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Résumé

Amireche omar.

Théme : Isolement, caractérisation de rhizobactéries, Pseudomonas spp. fluorescents a partir
de la rhizosphére des six plantes cultivée.

Resumé :

Les isolements et les purifications effectués a partir des échantillons de la rhizosphere de
cultures cultivées (blé, oignon, carotte, laitues, navet et féve) dans la région EL-ASSAFIA (Laghouat
—Algérie) ont permis d’isoler 43 isolats identifier comme des Pseudomonas spp. Fluorescents.

Aprés utilisations des tests biochimiques et physiologiques nous avons sélectionné 21
souches de Pseudomonas spp. fluorescents. Parmi ces souches, est a la base de les deux clés de
Jacques (1994) et Bossis (1995) et aussi les réponses des tests appliquées, Nous avons pu affilier 7
souches de Pseudomonas spp. fluorescens (C3, N15, L17, B20, B22, B26 et F31) au biovar Il et les
deux souches (N14 et B24) au biovar IV.

Le test de D’activité antagonisme de trois isolats C3, L17et F31 vis-a-vis des deux
champignons phytopathogénes Fusarium oxysporum f.sp albedinis (FOA1), Fusarium culmorum
(BD11) sur les deux milieux KB et PDA montre une variabilité de réponse d’inhibitions de la
croissance mycélienne. La B20 a montre la meilleure activité antagonisme vis-a-vis des deux
champignons.

Les résultats obtenus dans ce travail sont des résultats préliminaires. Nous suggérons d'utiliser
les tests génétiques pour confirmés les caractéres phénotypiques.

Mots clés : Caractérisation, Cultures cultivées, Rhizosphére, Pseudomonas spp. fluorescents, Tests
biochimiques, APl 20NE, Antagonisme.
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Résumé

Amireche omar

Theme : isolation and caracterisation the rhizobacterie ,Pseudomonas spp.fluorescent from the
rhisosphere for six cultivated crops.

Resumé :

Isolation and purification performed from samples of the rhizosphere of cultivated crops
(wheat, onion, carrot, lettuce, turnip and bean) in the EL-ASSAFIA (Laghouat, Algeria ) region, have
isolated 43 isolates considers Pseudomonas spp.fluorescent.

After use the biochemical and physiological tests on these isolates we selected 21 strains
Pseudomonas spp.fluorescent. among these strains and using the two keys Jacques (1994) and Bossis
(1995) ,the responses of applied tests and API 20 NE gallery, we were able to join the 7 strains of
Pseudomonas spp. fluorescens (C3, N15, L17, B20, B22, B26 and F31) au biovar Il and two strains
(N14 and B24) au biovar 1V.

Testing the antagonistic activity of three strains C3, L17, F31 vis —a-vis the two
phytopatogenic fungi Fusarium oxysporum f.sp albedinis (FOAL), Fusarium culmorum (BD11) on
both media KB and PDA shows variability of responses on inhibition of mycelial growth.

The results obtained in this work are preliminary. We suggest to use genetic tests confirmed
the phenotypic characters.

Keywords: Characterization, crops grown, rhizosphere, Pseudomonas spp. fluorescent,
biochemical tests, APl 20NE.antagonism







Introduction

Introduction

En agriculture, La recherche intensive de I’homme pour I’amélioration de la
productivite et la réduction des colts des produits agricoles ont eu des impacts négatifs a
plusieurs niveaux. I’environnement en particulierement sa qualité a été la plus menacé et la
plus touchée : contamination de 1’eau par une utilisation extréme de produits
phytosanitaires et d’engrais de synthese, présence dans les aliments de résidus nocifs pour
la santé, appauvrissement des sols, réduction de la biodiversité du fait de la présence de

mono cultures de masse, et particulierement la perturbation de la vie microbienne.

Sur la base de ce constat, 1’agro-écologie cherchera des solutions dans le but de
garantir un développement agricole durable et compétitif, nécessaire pour couvrir des
besoins croissants, tout en respectant I’environnement afin de récolter des aliments sains et

de préserver environnement et les écosystémes.

Le sol naturel est d’une extréme complexité biologique ou les interactions entre les
micro-organismes y sont multiples, dans le sol, ces dernier représentent la majorité des
organismes vivants constituent une importante part de la diversité génétique de la planéte.
Il a été estimé qu'un gramme de sol contenait de 10 & 10™ bactéries (Horner-Devine et
al.,2003), de 6000 a 50000 espéces bactériennes (Curtis et al., 2004) et jusqu'a 200 milles
hyphes fongiques (Leake et al.,2004).

Par ailleurs, de nombreuses bactéries sont capables d'améliorer la santé des plantes
en limitant la croissance saprophyte des microorganismes phytopathogenes. Certaines sont
utilisées en agriculture comme agents de lutte biologique (Bloemberg et Lugtenberg,
2001 ; Whipps, 2001).

Certaines souches bactériennes promotrices de la croissance végétale (PGPR)

considérée comme une technologie émergente et écologiquement trés intéressante.

Le terme PGPR (plant growth-promoting rhizobacteria) désignant ces bactéries a
été introduit par Kloepper et Schroth (1978). Différents mécanismes sont a 1’origine des

effets PGPR des bactéries rhizosphériques.

Parmi les bactéries d’intérét agricole (PGPR), les Pseudomonas spp.fluorescents
ont font I’objet d’une attention particuliére. Leur utilisation dans 1’agriculture en tant que

bio- fertilisants pour améliorer le développement des racines via la production de certaines
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Introduction

phytohormones (Bloemberg et Lugtenberg.2001). Telles que des auxines dont l'acide
indole acétique (AlA). Des cytokinines et des gibbérellines (Vessey, 2003), elles offrent
un bon rendement méme dans des conditions sevéeres (Ali et al., 2009 ; Bano et Fatima,
2009).

Dans le sol, les Pseudomonas représentent une grande fraction de la communauté
microbienne partageant leur milieu avec des commensaux représentant principalement les
genres Bacillus et Acrinomyces. Ils sont trouvés sous tous les horizons, particuliérement
sur les systemes racinaires des plantes. Les différentes especes de Pseudomonas qui
colonisent la rhizosphére possedent plusieurs caractéristiques intrinseques qui les rendent

directement comme agents de lutte biologique (Hofte et de VVos, 2006).

Les Pseudomonas spp.fluorescents forment un groupe diversifié de bactéries qui
peuvent généralement étre distinguées visuellement des autres Pseudomonas par leur
aptitude a produire un pigment jaune vert soluble dans 1'eau (Palleroni et al., 1973) qui
sont les pyoverdines produites dans des milieux pauvres en fer (Palleroni, 1984). Ce sont
des bacilles a Gram négatifs typiques, chimio-hétérotrophes mobiles avec un flagelle
polaire et sont regroupés au sein d'un méme groupe d’homologie rRNA | (Palleroni et al ;
1973).

Ces derniers permettent une compétition pour l'acquisition du fer. Dans un milieu
comme le sol ou cet élément est présent en trés faible quantité, cela peut nuire a la
croissance saprophyte de plusieurs agents pathogenes et ainsi réduire la sévérité de la
maladie. Il a été noté également pour certaines souches une capacité a induire les
mécanismes de défense chez la plante (lavicoli et al., 2003 ; Kim et at., 2004).Les actions
directes résultent des activités rhizobactériennes par la solubilisation de divers éléments

minéraux et la production de régulateurs de croissance (Lemanceau,1992).

P. fluorescens est communément retrouvé dans le sol et dans l'eau, associé aux
plantes, certaines especes sont cliniques. Ces especes peuvent étre subdivisées en 5
biovars : I, II, I, 1V etV (Stanier et al ; 1966). P. putida communément isolé du sol et de
I'eau, est divisée en 3 biovars A, B (Stanier et al., 1966; Palleroni, 1984, 2005), un
d'importance mineur C (Barrett et al., 1986). Ces travaux conduient sur la taxonomie de P.
fluorescens et de P. putida montrent que la définition de ces espéces est obsoléte, et
qu'elles devraient étre divisées en plusieurs especes (Bossis et al., 2000). La classification
de la taxonomie de P. fluorescens (Couillerot et al., 2009; Palleroni, 2010) et de P. putida
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requiert des recherches complémentaires qui associent des méthodes phénotypiques
récentes, et génotypiques (Palleroni. 2010).

Les Pseudomonas ont une capacité a coloniser les racines et a y maintenir une forte
densité de population est remarquable (Haas et Keel, 2003). Cette grande rhizocompétence
vient sans doute de leur taux de croissance plus élevé que celui de la plupart des autres
rhizobactéries et de leur capacité a métaboliser efficacement plusieurs composés des
exudats racinaires (Chin-A-Woeng et al., 2002). De plus, ces bactéries sont tres faciles a
isoler et a cultiver au laboratoire et se prétent aisément aux manipulations génétiques
(Fenton et al., 1992 : Chin-A-Woeng et al.,2002).

Notre objectif a travers cette étude consistée a chercher des souches de
Pseudomonas spp. fluorescents dans la rhézospheére des cultures cultivées. L'étude de la
diversité des populations de Pseudomonas spp. fluorescents rhizosphériques a été effectuée
aprés isolement, purification et identification préliminaire des populations bactériennes.

Alors notre expérimentation consiste a :

- Isoler a partir de la rhizosphere des plantes cultivées (blé, oignon, féve, navet, laitue,
carotte), une population bactérienne spécifique en 1’occurrence des Pseudomonds spp.

fluorescents ;

- Identifier et caractériser ces isolats en réalisant des tests biochimiques et physiologiques,
complétaient par I’utilisation de la galerie API 20 NE.

- Recherche de D’activité antagonismes in vitro vis-a-vis de: des deux champignons

phytopathogeénes ( Fusarium oxysporum f.sp albedinis et Fusarium culmorum).
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1. Sol
Le sol est un milieu poly-phasique composeé d'une phase solide (minérale et
organique), d'une phase liquide et d'une phase gazeuse colonisé par des micro- organismes
vivants. Il est traverseé par des flux d'énergie et de matiére dont la régulation est en grande
partie assurée par les communautés vivantes qui le colonisent. C'est un milieu organisé et
cette organisation, qui influe directement sur I'ensemble des propriétés du sol, dépend des

interactions bio-organominérales (Djigal, 2003).

Selon Fuchs (1999), le sol est un milieu complexe au sein duquel de nombreux
éléments s'influencent mutuellement. Les réactions que I’on y observe sont de natures

chimiques, physiques et biologiques. 1l peut étre divisé en cing compartiments (figure 01).

En plus des interactions entre ces différents compartiments, le sol dans son

ensemble est également influencé et réagit avec I'extérieur, c'est a dire I'atmospheére.

/
h Surface du sol
phase gazeux

minéreaux phase

solides vuide

matiere
organique

fraction

vivantse

Figure 01: Les cing compartiments du sol.

Dans les zones arides et semi-arides, les sols peuvent étre profonds ou peu
profonds, sableux ou argileux et varier en acidité et en fertilité. La productivité dépend
dela capacité de rétention d'eau des sols qui tend a augmenter avec la profondeur et le
contenu organique. La capacité de rétention d'eau des sols sableux est inferieure a celles
des sols argileux (Gratzfeld, 2004).
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La matiére vivante, visible ou non a I'eeil nu, représente une quantité pas toujours
facile a réaliser. Le tableau 01 représente la quantité de différentes matiéres vivantes qui se

trouve dans le sol

Tableau 01: la quantité de différentes matieres vivantes dans le sol

La matiére vivant La quantité dans le sol (tonne, kg/ hectare)
Des bactéries 2,5 a 1A tonnes par hectare de biomasse
des champignons I a 10 tonnes par hectare de biomasse
des algues 100 a 500 kg par hectare de biomasse
des protozoaires 150 a 700 kg par hectare de biomasse
des nématodes 150 a 400 kg par hectare de biomasse
des acariens environ 3 kg par hectare de biomasse
des collemboles environ 2 kg par hectare de biomasse
des racines 2a 12 tonnes par hectare de biomasse (matiére séche)

2. Larhizosphére

Le terme “rhizosphere” tire son origine du grec “rhizo” ou “rhiza” signifiant

“racine” et “sphere”, le champ d'action ou d'influence.

Hiltner (1904) fut le premier a définir la rhizosphere comme étant la zone de sol
entourant la racine qui est directement ou indirectement influencée par cette derniére et qui

présente une forte activité microbienne.

Elle est caractérisée par une forte activité microbienne due au renouvelement des
composes organiques assimilables issus des exsudats racinaires, des mucilages et des
cellules épidermiques mortes. La rhizosphére est un environnement créé par des

interactions entre les exsudats racinaires et les microorganismes (Keith et al ; 1986).

Cette zone d’interaction s’étend de quelques micromeétres a plus de 2 mm en dehors
de la surface racinaire (Kennedy et de Luna, 2004). De méme, la densité des bactéries est
plus élevée dans la rhizosphére que dans le sol distant des racines, il s’agit de «I’effet

rhizosphére» (Lemanceau, 1992 ; Whippes, 2001 ; Lugtenberg et Kamilova, 2009).
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Dans la rhizosphéere sensu stricto il faut distinguer :
- I’endorhizosphére (intérieur de la racine),
- le rhizoplan (surface racinaire),

- I’exorhizosphere ou le sol rhizospherique (sol lié a la racine par opposition au sol distant)
(Gray et Smith, 2005 ; Brimecombe et al., 2008).

3. Rhizodépositions

Une partie significative des photo-synthétases de la plante est directement libérée
dans le sol sous forme de molécules organiques appelées « rhizodép6ts ». Ces rhizodépdts
représentent de 5 a 40% des produits de la photosynthese (Nguyen. 2009). La plante
modifie donc | ‘environnement rhizosphérique en libérant divers composés dans les

rhizodepots.

Les rhizodép6ts jouent un réle actif dans la régulation des interactions mutualistes et

parasites/pathogenes, entre les plantes et les microbes du sol (Hirsch et al., 2003).

Une grande diversité quantifies et qualitatives des composes organiques libérés par

les plantes est trouvée dans la rhizospheére. Elle peut étre divisée en :
3.1. Exsudats

Les exsudats sont des composés hydrosolubles de faible poids moléculaire tels que
les sucres, les acides aminés, les acides organiques, les phytosidérophores, les flavonoides,

les hormones et les vitamines.

IIs sortent de la racine en suivant le gradient de concentration entre le cytosol de la
racine et la solution du sol. La part des exsudats est la plus importante dans la
rhizodéposition (Uren, 2007).

3.2. Substances sécrétées

Les substances sécrétées sont des composés de poids moléculaire le plus souvent
élevé. Elles sont représentées par les mucilages, les polymeéres de carbohydrates et les
enzymes. Leur libération dans le sol est dépendante du métabolisme énergétique. Elles
jouent un rdle trés important dans le maintien de la stabilité du sol (Kennedy et de Luna,
2004).
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3.3. Lysats :

Les lysats sont libérés quand les cellules des tissus corticaux des racines
s’autolysent, ils incluent aussi les cellules desquamées de la coiffe et les membranes
cellulaires (Bell-Perkins et Lynch, 2002).

Zones de la racine Productions de la racine:

Rhizodéposition

Zone d'autolyse
des tissus corticaux

Zone des poils
absorbants

Mucilage pectique

\ . - Sécrétion de composés
Zone d'élongation P - .ics s

(exsudats racinaires)

Zone apicale .
Cellules détachées

e
R "
Cuoiffe Mucilage neutre

Figure 02: Diagramme simplifié dune racine et des rhizodépots
(Arango et Tarnawski, 2002).

34.Gaz:

Les gaz comme 1’éthyléne, le CO2 et d’autres composes volatiles sont exportés vers

le sol par respiration.

Les rhizodépots impliquent un effet qualitatif et quantitatif sur la microflore de la
rhizosphére (Walker et al., 2003). Celle-ci peut soit utiliser les biomatériaux libérés
comme source d’éléments nutritifs soit étre inhibée par eux (Walker et al., 2003 ;
Brimecombe et al., 2008). Du fait de leur solubilité¢ dans 1’eau, leur mobilité, ainsi que leur
incorporation rapide dans les cellules microbiennes, les rhizodépositions peuvent changer
le taux de décomposition de la matiére organique du sol dans 1’environnement de la racine
(Brimecombe et al., 2008).
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Le pH de la rhizosphere est également différent de celui du sol ambiant, la
différence peut atteindre deux unites.

Cette différence de pH, observable principalement & 1'extrémité des racines, joue
un réle important et influence particulierement la solubilité et ainsi la disponibilité de
divers éléments nutritifs. (biophyt ,1999)

Les rhizodépbts constituent donc un élément majeur de perturbation de la
microflore tellurique qui en retour, influence la croissance et la santé des plantes et donc a

nouveau 1’émission des rhizodépdts.
4. Micro-organismes de la rhizosphere

La richesse de la rhizosphere en sucres, aminoacides, acides organiques, iSO
flavonoides, régulateurs de croissance et en enzymes libérées par la plante (Pierson et al.,
2000), rend cet microenvironnement un site d'une remarquable activité biologique et d'une
richesse naturelle en vers de terre, nématodes, protozoaires, champignons, algues et

bactéries.

De plus, les microorganismes jouent un réle clé et influencent un grand nombre des
processus des différents écosystémes incluant 1’acquisition des éléments nutritifs pour les
plantes (Smith et Read, 2008 ; Sprent, 2001), les cycles géochimiques comme celui de
’azote (Kowalchuk et Stephen, 2001) ou du carbone (Hogberg et al., 2001) et la structure
du sol (Rillig et Mummey, 2006).

La densité des populations de la microflore associée aux racines est
significativement plus élevée dans la rhizosphere que dans le sol nu. Ces modifications
quantitatives de la microflore, ou ‘effet rhizosphere’, s’accompagnent également de

modifications qualitatives (van Loon, 2007).

La diversité et la structure des communautés microbiennes dans la rhizosphére
(Latour et al., 2009; Kowalchuk et al., 2010) et leur activité métabolique different de celles
du sol nu. Les populations aptes a percevoir les variations de [’environnement
rhizosphérique et a adapter leur physiologie, sont favorisées et tirent profit de cette
perturbation (Nannipieri et al., 2008).
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4.1. Les champignons de la rhizosphére

Dans la rhizospheére, les champignons sont présents en masse dont la densité est
estimée de 10° a 10°%g de sol. Suivant leur mode de vie, ils sont classes en saprophytes,
parasites ou symbiotiques (Strullu, 1991).

Les champignons saprophytes interviennent dans la dégradation de substances
résistantes comme la lignine. Cette association est bénéfique tant pour la plante que pour le

champignon en matiére de nutrition (Rajaonarimamy, 2010).

Les champignons symbiotiques s'unissent avec la plante et des échanges
réciprogues entre les deux s'établissent (Rajaonarimamy, 2010). En effet, selon Strullu
(1991), la symbiose désigne les unions harmonieuses basées sur des échanges réciproques

entre les deux partenaires.

D'autres champignons sont parasites de la racine des plantes, ce sont les
champignons phytopathogénes (exemple : Plasmopara vilcola, Venturia inaequalis ou les
ordiums (Strullu, 1991).

4.2. Les bactéries de la rhizosphére

La communauté bactérienne rhizosphérique est différente tant au niveau qualitatif

que celle colonisant le sol non rhizosphérique (Duponnois, 1992).

Dans la rhizosphere, les bactéries constituent les microorganismes 1le plus
nombreux (leur densité est de I'ordre de 10%ellule par gramme de sol) et les plus varies.
Elles sont plus fortement stimulées par I'effet rhizosphérique que les Actinomycétes, les
champignons, les algues et les protozoaires (Dommergues et Mangenot, 1970).

Ces bactéries ont des relations directes ou indirectes avec la plante et selon leur
relation, les bactéries peuvent étre saprophytes, déléteres ou bénéfiques pour la plante dont
les (PGPR) (Plant Growth Promoting Rhizobacteria) (Rajaonarimamy, 2010).

Certains microorganismes, principalement des bactéries telles Arthrobacter,
Azotobacter, Azospirillum, Bacillus, Enterobacter, Pseudomonas, Serratia (Gray et Smith,
2005) et Streptomyces spp. (Tokala et al., 2002) sont capables de coloniser efficacement

les systémes racinaires.
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Elles influencent de maniére bénéfique la plante en stimulant sa croissance (voie
directe) et/ou en la protégeant contre des infections par des agents phytopathogenes (voie
indirecte). Ces bactéries de la rhizosphere sont alors reprises sous le terme PGPR (Plant

Growth-Promoting Rhizobacteria).

5. Généralité sur les Pseudomonas

5.1.  Caractéristiques générales :

Au sein de la population rhizosphérigues, les Pseudomonas spp fluorescent sont
prédominants et peuvent constituer plus de 60% de la flore bactérienne (Digat et Gardan,
1987)

Le genre Pseudomonas est decouvert en 1894 par Migula, il appartient au phylum
des Proteobacteria, classe des Gammaproteobacteria, famille des Pseudomonaceae, ordre

des Pseudomonales (Moore et al., 2006).

Parmi les Pseudomonas spp fluorescent les deus espece les Pseudomonas
fluorescents et Pseudomonas putida constituent un intérét particulier en lutte biologique

qui sont des saprophytes a oxydase positive (Palleroni 1984)
5.1.1. caractéres morphologiques

Le genre Pseudomonas est un grand groupe bactérien particulierement important
qui appartient a la sous-classe y des protéobactéries et comprend plus d'une centaine
d'espéces ubiquitaires (Avril et al.,1992; Bossis et al.,2000 ; Palleroni et Moore, 2004).

Cependant, depuis la découverte du genre Pseudomonas (Migula, 1894). Certaines

especes sent assignées au la rhizobactéries des PGPR (Lemanceau, 1992).

Les bactéries du genre Pseudomonas ont des bacilles Gram négative (Grarn-). Non
sporulés, trés généralement mobiles grace a une ou plusieurs flagelles polaires, aérobies a
métabolisme strictement respiratoire et chimio-organotrophes (Bossis et al., 2000;
Palleroni, 2009 ; Viollet, 2012).

5.1.2. caracteres écologiques

Les Pseudomonas forment un large groupe colonisant le sol, les plantes et I'eau.

(Bossis et al.,2000 ; Viollet, 2012). La plupart des Pseudomonas sont trés ubiquistes et
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sont souvent isolés du sol, de I'eau, des poussieres en suspension dans l'air (Palleroni et
al.,2005).

De nombreuses études sont dediées a I'écologie des Pseudomonas spp. fluorescents.
Les bactéries appartenant a ces espéces presentent en effet un intérét potentiel pour
I'environnement. Certaines améliorent la croissance et la santé des plantes, et contribuent
donc a réduire I'utilisation d'intrants de synthese en agriculture. D'autres sont capables de
réduire les oxydes d'azote et de dégrader les composés xénobiotiques (Bossis et al., 2000).

Cette grande rhizocompétence vient sans doute de leur taux de croissance plus
élevé que celui de la plupart des autres rhizobactéries et de leur capacité a métaboliser

efficacement plusieurs composés des exsudats racinaires (Chin-A-Woeng et al., 2002).

De plus, ces bactéries sont tres faciles a isoler et a cultiver au laboratoire et se
prétent aisément aux manipulations génétiques (Fenton et al., 1992 ; Chin-A-Woeng et
al.,2001)

La température optimale pour la croissance des espéces saprophytes est située entre
28°C et 30°C. Toutes les especes de ce genre ne peuvent croitre a pH inférieur a 4.5 (PH
neutre). (Palleroni, 1984). Mais elle peut aussi se développer a une température aussi basse
que 4°C.

5.1.3. caracteres métaboliques

Le catabolisme des xénobiotiques par les Pseudomonas spp fluorescents se
caractérise en effet par la variété et la plurifonctionnalité des enzymes dégradatives. Il
présente de multiples voies périphériques permettant les premiéres attaques d'une gamme
importante de composés (Golovlera et al., 1992). Enfin. certaines populations de
Pseudomonas spp fluorescents ont la possibilité de dissimiler I'azote (Clays-Josserand et
al., 1995). Cette dissimilation est plus ou moins compléte selon le groupe taxinomique
considéré (Matsubara et Zumft, 1982).

Ces bactéries contribuent donc, de facon significative, a 1a reduction des nitrates
(les nitrates sont parfois utilisés comme accepteur d'électrons ce qui permet une croissance
en anaérobiose). Et des nitrites qui constituent des polluants des nappes phréatiques

(Latour et Lemanceau, 1997).

Page 11



Données bibliographiques

En raison de la richesse de leurs voies métaboliques. Elles sont souvent capables de
résister a de nombreux antiseptiques ou antibiotiques ce qui explique leur présence de plus
en plus fréquente en milieu hospitalier ou elles peuvent étre isolées de 1'environnement
humide. (Euzeby, 2008).

Néanmoins, d’autres espéces de Pseudomonas sont capables de mettre en place des

interactions mutualistes. (Viollet, 2010).

Les Pseudomonas produisent notamment, de nombreux métabolites antifongiques
(AFM pour anti-fungal metabolite ; Weller et al., 2002 et 2007).

Elles sont aussi catalase positive, mésophile chimio-organotrophe puisqu’elles
peuvent croitre dans un milieu minéral ne contenant qu’une seule source de carbone.
Toutefois, certaines sont chimio-organotrophes facultatives et peuvent utiliser I’hydrogéne

comme source d’énergie et n’ont pas besoin de facteurs de croissance pour se multiplier.

Elles peuvent utiliser des sources de carbones variables, et certaines ont la capacité
de croitre méme dans I’cau (Stanier et al., 1966). La plupart étant saprophytes (Bossis et
al., 2000 ; Ramalho et al., 2002).

5.1.4. Caracteres biochimique

L aptitude de certains isolats a dégrader des substances xénobiotiques a également
retenu ’attention de différents chercheurs (Latour et lemanceau, 1997 ; Bossis et al.,
2000). De nombreux isolats de P. fluorescents et P. putida ont été cités en exemple comme

souches capables de dégrader des molécules aromatiques plus ou moins complexes.

L’assimilation de composés aromatiques semble par contre moins courante chez les
isolats provenant de sols non contaminés ou de la rhizosphere (Campbell et al., 1995 ;
Latour et al., 1996).

6. Classification du genre Pseudomonas

Par définition les bactéries du genre Pseudomonas, généralement mobiles grace a
une ou plusieurs flagelles polaires, aérobies. Mais cette définition ne permet pas de les
différencier des autres bactéries a Gram négatifs, et doit étre complétée par d'autres

caractéristiques phénotypiques (Palleroni, 2008).
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6.1. Etapes de classification :

Le plus grand succés de la classification des Pseudomonas, selon les caracteres
génotypiques fat atteint par Palleroni et ses collaborateurs. Qui ont classifies ce groupe
bactérien en cing sous-groupes d’ARNTr, sur la base d'homologies ARN/ADN (Palleroni et
al., 1973).

Toutefois ces sous classes d'ARNr sont phylogénétiqguement trop éloignés, et
finalement seules les bactéries appartenant au groupe ARNTr | sont retenues dans le genre
Pseudomonas. (Peix et al ; 2009).

Pourtant dans I'édition de 1974 du Bergey's Manual, ces bactéries sont incluses
dans la famille des Pseudomonaceae. Leur classification repose sur des caractéristiques
phénotypiques, seules la composition en G+C f(t rajouté comme caractéristique génétique.
Dans la premiére édition du Bergey's Manual, la classification basée sur les cette
homologie ARN/ADN f(t incluse, mais le nombre d'espéces et les caractéristiques

phénotypiques ont été maintenu (Palleroni, 1984).

En 1960 Stanier et al., dans une approche de clarification de la taxonomie du genre,
ont publié un travail reportant les caractéristiques nutritionnelles de 267 isolats du genre ;
basé sur I'utilisation de 146 composés organiques, en plus d’autres tests considérés comme
déterminants dans la classification du genre. Permet de confirmer la classification
phénotypique des Pseudomonas, par les essais d’hybridation ADN/ADN (Colwell et
Mandel, 1964; Colwell et al., 1965; Johnson et Ordal, 1968).

Permis plus tard la subdivision par Kersters et al. (1996) des protéobactéries en 15

genres appartenant aux classes o, B et y proposé par Stackebrandt et al. (1987).

Depuis 1990, le séquencage du gene codant ARNr 16S a débuté, et est appliqué
pour toutes les bactéries connus. Partiel au début, mais plus tard des génomes entiers ont
été séquencés et déposés dans les banques de données. Le séquencage du géne codant
I’ARNTr 16S et le développement des modeles mathématiques des arbres représentant les
similitudes des séquences ont permis une classification phylogénétique des procaryotes
(Peix et al., 2009).

L'identification taxinomique exacte d'un micro-organisme est essentielle pour
distinguer les espéces et les souches pathogenes de celles qui ne le sont pas. Une approche
polyphasique est utile pour identifier correctement la souche de Pseudomonas fluorescents.
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Le genre Pseudomonas « sens strict » dérive de la sous-classe des Proteobactéries
et contient en grande partie des Pseudomonas fluorescents et peu d'espéces non
fluorescentes. Pseudomonas fluorescent et Pseudomonas putida sont des bactéries
ubiquistes qui peuvent se développer dans le sol, dans 1'eau et particulierement au niveau

des rhizospheéres des plantes.

Plusieurs chercheurs (Jessen, 1965; Lettiot et al., 1966; Stanier et al., 1966) ont
montré que les especes de P. Fluorescent et P. putida sont trés hétérogenes.

D'autres méthodes de taxonomie ont été proposés par (Sneath et al., 1973) suite aux
limites de taxonomie phénotypiques. Cette méthode de classification est basée sur un
nombre important de propriétés phénotypiques faisant recours a un nombre considérable de
souches pour établir une taxonomie numeérique.

Un minimum de 50 caracteres comme les caractéeres morphologiques,
physiologiques, biochimiques, nutritionnel et criteres sérologiques attentivement choisie,
sont requiere pour chaque analyse. Les similarités entre les souches ont été calculées par

I'utilisation d'un indice numérique qui révele une paie de souche de similarité.

Le genre Pseudomonas est l'un des genres les plus diversifiés, et sa taxinomie a
subi de nombreux changements. Des études antérieures ont donné lieu a la division du
groupe Pseudomonas fluorescents en cing biovars (de | a V, synonymes des biotypes A, B,
C, F et G) en fonction de caractéristiques phénotypiques tels que les essais métaboliques, la

composition de I'acide gras et les profils des protéines (Palleroni, 2005).

La taxonomie du groupe de Pseudomonas fluorescents est continuellement a
I'étude. Méme si les caractéristiques phénotypiques et les biovars de | a V sont toujours
valides pour identifier les souches de Pseudomonas fluorescens, la caractérisation
moléculaire est plus 8 fiable pour démontrer les relations phylogénétiques et les variations
entre les souches de Pseudomonas fluorescents et les espéces de Pseudomonas étroitement
apparentées. Cette caractérisation comprend des analyses complétes des séquences
génomiques (Ivanova et al., 2003 ;Paulsen et al., 2005; Silby et al., 2009).

6.1.1. Classification contemporaine

L’édition actuelle du Bergey's (Palleroni, 2005) compte de nombreuses méthodes

utilisées dans la classification des Pseudomonas, ces méthodes révelent les efforts fournis
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pour la caractérisation des espéces de Pseudomonas, incluant la sensibilité a certains
composés, les caractéristiques génétiques et écologiques, le pouvoir pathogene et la

structure antigénique. (Peix et al., 2009)

6.1.2. Caracteristiques phénotypiques

Comprennent les tests tels que : 1a forme cellulaire, le type de flagelle, I'utilisation
des sources de carbones tel que : les acides organiques, les polyols, les acides aminés, la
capacité de croissance dans des conditions de culture variables, la synthese d'exo-enzymes

et 1a production d'antibiotiques (Palleroni, 2005).
6.2. Interactions de Pseudomonas spp. fluorescents dans la rhizosphere

Les Pseudomonas spp. fluorescents associés aux plantes incluent des souches
pathogenes et des souches bénéfiques. Les souches influengant avantageusement 1’hdte
végétal sont désignées sous le terme « plant- probiotic fluorescent Pseudomonas spp. »
(Hofte et Altier, 2010).

Elles sont connues comme promotrices de la nutrition et la croissance des plantes
par la solubilisation de minéraux comme le phosphore, par la production de sidérophores
ou par la production de régulateurs de croissance comme les auxines (Lemanceau, 1992).

Elles peuvent également augmenter le niveau de résistance des plantes aux
maladies diverses que le piétin échaudage des céréales, les pourritures des tubercules de
pomme de t erre, les fusarioses des racines et du collet de la tomate (Bell-Perkins et
Lynch, 2002).

Différents mécanismes ont été avancés pour expliquer les effets bénéfiques de
Pseudomonas spp. fluorescents. Ces bactéries s’attachent d’abord a la racine et sont donc
distribuées de facon passive. Puis elles se multiplient et colonisent de facon active la

rhizosphére (Lemanceau, 1992 ; Brimecombe et al., 2008).

Les exsudats racinaires, et en particulier les sucres et les acides aminés, attirent les
bactéries par chimiotactisme a la surface des racines. lls stimulent notamment la mobilité
flagellée des bactéries, ce qui permet a ces derniéres de coloniser la rhizosphere (de Weert
et al., 2002). Chez P. fluorescens WCS417 les chaines lipo-polysaccharides latérales
constituant I’antigéne 0 des LPS bactériens jouent un role important dans la colonisation

racinaire (Mercado-Blanco et Bakker, 2007).
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6.2.1 Effets directs

Les espéces de Pseudomonas affectent également la croissance des plantes en
améliorant leur alimentation minérale. Pseudomonas strriata , P. cissicola , P.
fluorescens, P. pinophillum, P. putida , P. syringae , P. aeruginosa , P. putrefaciens et
P. stutzeri isolées a partir de la rhizosphére du pois chiche, du mais, du soja et d’autres

céréales solubilisent efficacement les phosphates (Tilak et al., 2005).

6.2.1.1. Solubilisation des phosphates

Aprés ’azote, le phosphore est 1’élément le plus limitant pour les plantes qui sont
capables seulement d’absorber ses formes solubles mono- et dibasiques (H2PO4-, HPO42-
) (Ramos Solano et al., 2008b ; Keneni et al., 2010). les Pseudomonas putida sont des
exemples de bactéries rhizospheériques solubilisant le phosphate inorganique en produisant

de I’acide gluconique et I’acide 2- cétogluconique (Khan et al., 2009).

Elles sont aussi capables de minéraliser le phosphate organique par 1I’excrétion des
enzymes extracellulaires telles les phosphatases, les phytases et C-P lyases (Kim et al.,
1998 in Weyens et al., 2010)

6.2.1.2. Production de sidérophores

Le fer est un élément capital aussi bien pour les bactéries que les champignons et
les plantes. Il est abondant dans le sol et se présente sous forme d'oxydes de fer (Fe3+)
(Compant et al., 2005), mais il demeure souvent un facteur limitant pour la croissance des
bactéries et des plantes. La plupart des microorganismes ont donc développé un
mécanisme hautement spécifique afin de I’assimiler via la production de sidérophores. Ce
sont des substances de faible poids moléculaire et servant de transporteur de 1’ion ferrique

Fe * a Pintérieur de la cellule microbienne (Jacques et al., 1993).

Les sidérophores de bactéries rhizosphériques peuvent influencer directement
I’alimentation de la plante en fer, comme ils peuvent le rendre ainsi non disponible pour les

champignons pathogenes (O’sullivan et O’gara, 1992).

Les especes de Pseudomonas fluorescents ont un grand pouvoir de chélation du fer
et pourraient rendre I’ion ferrique inaccessible aux autres microorganismes. Elles peuvent

aussi reconnaitre et utiliser les sidérophores produits par d’autres souches, alors que ces
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derniéres ne sont pas capables d’utiliser le sidérophore qu’elles produisent (Mercado-
Blanco et Bakker, 2007).

lIs jouent également le role de chélateurs de métaux rhizosphériques ayant une

faible disponibilité pour les plantes tels le Zn et Pb (Dimkpa et al., 2009).
6.2.1.4. Production des régulateurs de la croissance végétale

Il existe cing catégories des régulateurs de la croissance végétale : les auxines, les
gibbérellines, les cytokinines, 1’éthyléne et 1’acide abscissique (Zahir et al., 2004). L’acide
indole-3-acétique est la phytohormone la plus répandue, il joue un réle trés important dans
1’élongation des racines et dans la prolifération des poils absorbants (Spaepen et al., 2007).

D’autre part, la production de I’acide indole-3-acétique (AlA) par Pseudomonas
putida GR12-2 améliore le rendement du colza (Patten et Glick, 2002). La stimulation du
métabolisme hormonal de la plante via la sécrétion de phytohormones telles les auxines,
les cytokinines et les gibbérellines favorisent le développement racinaire et par conséquent
la croissance végétale (van Loon, 2007 ; Sandhya et al., 2010).

6.2.2. Effets indirects
6.2.2.1. Compétition pour I’espace et les nutriments

L’adsorption des bactéries a la racine résulte d“interactions physico-chimiques et
biologiques entre les bactéries et la racine (Lemanceau, 1992). Cette seule colonisation
peut entrainer une occupation de sites suffisantes pour empécher la croissance des

pathogénes (Kamilova et al., 2005).

Le PGPR doit étre présent sur les racines en nombre suffisant pour avoir un effet
bénéfique sur les plantes et pour étre capable d’instaurer une compétition pour les

nutriments dans la rhizosphére (Haas et Defago, 2005).

Outre la vitesse de croissance intrinseque, les autres propriétés renforcant la
colonisation racinaire sont la mobilité (présence d’un flagelle), le chimiotactisme, les
lipopolysaccharides (LPS), la capacité de synthétiser des vitamines et des macromolécules
et la faculté d’utilisation des composes excretés par les racines (Lugtenberg et Kamilova,
2009).
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6.2.2.2. Antibiose

L’antibiose consiste en une inhibition directe de la croissance du pathogene via la
production de métabolites aux propriétés antifongiques et/ou antibiotiques. Certaines
souches de PGPR ont la capacité a dégrader les parois cellulaires fongiques a travers la
production d’enzymes hydrolytiques tels -1,3-gluacnase, exo- et endo-polygalacturonases,

pectinolyases, cellulases et chitinases (Whippes, 2001).

Des métabolites produits par les Pseudomonas spp. fluoresecnts peuvent également
interférer avec la croissance des phytopathogenes. Le 2,4-diacetylphloroglucinol (DAPG),
la pyolutéorine, la pyrrolnitrine et les differents dérivés de la phenazine jouent un réle tres
important dans son activité antagoniste contre Gaeumanomyces graminis (agent de la
piétine échaudage). La production de HCN par la souche de P. fluorescens CHAO réduit la
pathogénicité des chapmignons tels Thielaviopsis basicola, agent de la pourriture noire du
tabac ((Defago, 1993 ; de Souza et al., 2003 ; Haas et Defago 2005 ; Mercado-Blanco et
Bakker, 2007).

6.2.2.3. Résistance systémique induite ou ISR (Induced Systemic Resistance)

La reconnaissance par la plante de certaines bactéries de la rhizosphere peut
conduire a une réaction d’immunisation lui permettant de mieux se défendre vis-a-vis
d’une attaque par un organisme pathogéne (van Loon, 2007). Cette « immunisation » de la
plante est appelée résistance systémique induite (ISR) (van Loon et al., 2005 ; Jourdan et
al., 2008).

Ce phénoméne d’induction de résistance systémique par les rhizobactéries est
considéré comme une stratégie prometteuse dans la lutte biologique contre les maladies des
cultures (Ramos Solano et al., 2008). L’ISR peut étre induite par des microorganismes
variés incluent des bactéries a Gram positif comme Bacillus pumilus, ou des bactéries a
Gram négatif appartiennent au genre Pseudomonas (fluorescenes, putida, aeruginosa), et
aux entérobactéries comme Serratia (marcesens, plymuthica) ou Pantoea agglomerans
(Jourdan et al., 2008).

Les Pseudomonas spp. fluorescents sont capables de synthétiser de nombreuses
molécules appelés « déterminants ou éliciteurs ». Elles sont impliquées dans I’induction ou

la potentialisation des réactions de défense de la plante et conduisant a leur tour a la mise
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en place d’une ISR. Ces molécules sont de natures variées et pouvaient étre divisées en

trois classes :
» des composants de surface cellulaire (e.g. LPS) ;

» des métabolites a activite chélatrice du fer (e.g. sidérophores, acide

abscissique) ;

» des molécules a activité antibiotique (e.g. HCN, DAPG) (van Loon et
Bakker, 2005).

Les éliciteurs stimulent la production, par la plante, de phytoalexines toxiques vis-

a-vis du pathogéne (Ramos Solano et al., 2008 ).
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Figure03 : interaction entre les pseudomonas spp.Fluorescents, les microorganismes pathogénes et les

cellules racinaires

6.3. Pseudomonas spp. Face aux stress abiotiques

Divers rhizobactéries, regroupées sous le terme PGPR, ont une capacité a

promouvoir la croissance de leur plante hote par des effets sur : la nutrition, 1’architecture

racinaire ou la santé de leur partenaire végetal (Grover et al., 2010).

Ils peuvent aussi déclencher 1’expression des mécanismes de la tolérance

systémique induite (TSI) vis-a-vis de différents facteurs de stress abiotiques tels la

sécheresse, la salinité et les métaux lourds (Yang et al., 2009) (Fig. 4).
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L’inoculation de la souche Pseudomonas AMK-P6, par exemple, induit une
thermotolérance au sorgho (47-50°C) ; ceci est réalisé par une amélioration de sa biomasse
végétale ainsi que de sa teneur en chlorophylle, en sucres, en acides aminés et en proline
(Ali et al., 2009).

Chez le mais (Zea mays), I’inoculation de Rhizobium et de Pseudomonas induit une
réaction de tolérance au sel se traduisant par une augmentation de la production de proline,
un maintien de la teneur en eau dans les feuilles et une absorption sélective des ions K+
(Bano et Fatima, 2009). Malgré la présence de cadmium, la croissance du colza (Brassica
napus) pourrait améliorer suite a I’inoculation des souches de Pseudomonas (tolasii ou

fluorescens) résistantes au cadmium.

La production de sidérophores, de I’AlA et I’expression de I’ACC-désaminase par

ces derniéres permet de diminuer la toxicité de ce métal (Dell” Amico et al., 2008).

Certaines espéces de Pseudomonas possédent la machinerie enzymatique nécessaire
a lever I’inhibition de la croissance végétale causée par une forte production d’éthylene.
Par exemple Pseudomonas putida qui possedent I’ACC-désaminase conferent une
résistance efficace au blé et au colza, en abaissant la synthése d’éthylene induite par un
stress salin (Zahir et al., 2009 ; Cheng et al., 2007).

Pseudomonas aeruginosa R75 et P. savastanoi CB35 peuvent améliorer la
croissance d’Elyme de Daourie (Elymus dauricus) par la dégradation des contaminants
organiques tels les chloro-benzoates (Zhuang et al., 2007). Les naphtalénes sont dégradés
par P. putida (Kuiper, 2001).

Les exopolysaccharides (EPS) produits par Pseudomonas putida GAP-P45 jouent un
role positif dans les phénomeénes de régulation de la teneur en eau, et la diffusion de la
source de carbone aux plantes notamment dans des conditions de stress hydrique (Sandhya
et al., 2009).
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Matériels et méthodes

1. Origine des échantillons du sol

Dans notre travail les isolements bactériens utilisés sont issue a partir d’échantillon
de sol rhizosphérique préleve au niveau de plusieurs culture cultivé : blé, oignon, feve,
navet, laitue et carotte.

Pour le but d’obtenir des souches de Pseudomonas spp, Le sol a été prélevé en
févriers 2014 a partir d'une exploitation situe dans la région d'EL ASSAFIA (Laghouat).
Cette région est caractérise par la présence de plusieurs champ de culture et de différent
type de culture cultive.

De cette exploitation, aprés avoir écarté la couche superficielle du sol, nous avons
prélevé des échantillons de 500 g composé du sol de la zone rhizosphérique de chacun des
especes (blé, oignon, feve, navet, laitue, carotte).

Les échantillons sont préleves a une profondeur de 15-20 cm, et ont été mis dans
des sacs en plastique stérile portant de date, température et nom d’espéce marqué par
marqueur permanant. les échantillons sont transportés au laboratoire pour subir les

analyses.

2. Méthode d'isolement

L'isolement des bactéries appartenant aux Pseudomonas spp. fluorescents du sol
rhizosphérique a été effectué par la méthode des suspensions-dilutions (Klement et al.,
1990).

Pour la préparation de la solution mere, une quantité représentative de (1 g) du sol
prélevé aléatoirement de chaque échantillon a été mise dans un tube d’essai contenant 9

ml d'eau distillé stérile.

Aprés I’agitation avec le vortex, un (1) ml de la solution mere de chaque échantillon
a eté prélevé et mis dans des tubes contenant 9ml d'eau distillé stérile. Une série de

dilution en cascades est préparée jusqu'a 1'obtention de la dilution 10 (Figure 4).

Nous avons étalé a I’aide de pipette de Pasteure 0,1 ml de chaque dilution sur deux
milieux de cultures, un milieu général LPGA (Smidi, 1982) et un autre milieu sélectif King
B (King et al., 1954).
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Les opérations d'isolement ont été effectuées avec les dilutions allant de 10 & 107
a raison de deux répétitions pour chaque dilution sur les deux milieux (KB et LPGA).

L’ensemble des boites a été incubé a une température de 28 + 2° C pendant 24h a 48h.
3. Dénombrement des bactéries

Aprés 24 h et 48h d'incubation, a l'aide de I'appareil compteur de colonies, nous
avons effectué le comptage des colonies sur les deux milieux pour estimer le nombre des

bactéries viables. Le dénombrement consiste a calculer les bactéries présentes sur les

boites en Unité Formant Colonie (UFC). Le comptage se fait macroscopiquement. Pour le
calcule, seules les boites ayant 30 a 300 colonies sont retenues (Klement et al., 1990).
(Figure 4).

Nous avons utilisé la formule suivante (Klement et al., 1990):

UFC= N x 10"x 10 (cellule.ml™)

N : la moyenne entre le nombre de colonies dans les boites de la méme dilution ;

n : le nombre de dilution.

4. Méthode de purification

Apres 48 h d'incubation, le choix des colonies bactériennes est basé sur les criteres
macro morphologiques reconnus chez les Pseudomonas spp. fluorescents (Palleroni, 1981),
le contour et I'aspect des colonies aussi que leurs dimension.sur le milieu LPGA, en plus de
ces critéres nous avons recherché des colonies fluorescentes (celles produisant un pigment
fluorescent repére a I'ceil nu) sur KB. Ces colonies ont été repiquées sur le milieu de
culture KB.

Nous avons effectue des opérations de repiquages successives (environ cing)

jusgu'a I'obtention de colonie bactérienne pure sur le milieu de culture KB.
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5. Conservation des isolats

Les isolats bactériennes pures issues aprés la purification sont repiquées dans des

tubes contenant le milieu KB additionné du glycérol sont mis au réfrigérateur a 4 +2 °C
pour les utiliser ultérieurement.

+9ml d’eau désilé stérile

Hﬂem
g 8 é

v
Milieu KB Comptage des colonie

Tests biochimique

Des souches pou

onservation

physiologique

SM : Solution mere

Figure04 : isolement et purification des bactéries.
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6. ldentification et caractérisation taxinomique
6.1. Critére d’identification
6.1.1. Production du pigment fluorescent

La production du pigment fluorescent a été recherchée sur milieu KB apres une
incubation de 24 & 96 heures & une température de 28 + 2°C, le développement du pigment

fluorescent a été révélé a 1'ceil nu.
6.1.2. Tests biochimiques et physiologiques

L'identification préliminaire de Pseudomonas spp. fluorescents, est essentiellement
basée sur les caractéristiques morphologiques, la coloration de Gram, la recherche de la
catalase et de I'oxydase, croissance en anaérobiose, levane sucrase, arginine dishydrolase,
hypersensibilité de Tabac, ainsi que I'étude des caractéristiques physiologiques et
biochimiques (Figure 05) (Schaad et al.,2001).

Aussi, I'identification est basée sur les clés dichotomiques de Jacques, (1994) et
Bossis, (1995) (Figures 06 et 07) et la galerie API20NE.

7. Tests biochimiques et physiologiques

Les tests biochimiques constituent une approche classique pour l'identification des
bactéries. Grace a ces tests, il est possible de connaitre certaines caractéristiques du
métabolisme des bactéries isolées. Ces tests sont utilisés pour identifier les Pseudomonas
spp. fluorescents

7.1. Test de Gram

7.1.1. Test de KOH

Le test de KOH est un test rapide, qui a été effectué pour montrer le type de gram
(positif ou négatif). Deux gouttes d'une solution d'hydroxyde de potassium (KOH) a 37 ont
été mis en contact avec la creme bactérienne de chaque isolat en effectuant un mouvement
circulaire la solution de KOH devient visqueuse en présence de bactéries a gram négatifs.
La réaction est considérée positive si la viscosité est obtenue apres 30s (Suslow et al.,
1980).
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Erwinia, Pantoea, XyloPhilus
Acidovore, Burkholderia, Ralstonia

Coryneform, Bacillus
Clostridium

Bacillus Coryneform
Clostridium Streptomyces

XyloPhilus, Acidovorz,
Burkholderia,Ralstonia
Pseudomonas,

Pantoea
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Colonies

Anerobic Growth
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Fluorescent Pigment
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XyloPhilus,

Acidovore,
Burkholderia,

Figure 5: schéma de détermination des différents genres

bactériens proposé par schaad et al.,(2001)
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(A)

Fluorescence +
Arginine +
Oxydase +

Dénitrification + Dénitrification -

D-xylose + D-xylose - Gélatine -

D-alanine + D-alanine

| L(+) tartrate | L(+) tartrate Croissance
Sorbitol + Tepase + Tépase +
L-arabinose +

/

P.fluor bv.1V P.chloro P.fluor bv.l11 P.fluor bv.111 P.fluor bv.l P.aureo

P.put P.put
bv.B bv.A

Figure 06 : La clé dichotomique (A) proposé par Jacques (1994) pour identification de Pseudomonas spp. fluorescents
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Fluorescence +

(B)

Arginine +

Oxydase +

I Gélatine + I I Gélatine - I

Trehabose + I Trehabose - | I Trehalose - |

Lev - Lev +
Deni- Deni -
Tart-

P.fluor P.fluor =Ri[SeJdm P.aureo P.fluor
bv.IV

Figure 07 : La clé dichotomique (B) proposé par Bossis (1990) pour identification de Pseudomonas spp fluorescents .
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7.1.2. Coloration de Gram

La coloration a été effectuée selon la méthode classique.

C'est une technique de base en Bactériologie, elle permet une classification des
bactéries selon leur structure. C’est un criteres essentiels de la classification des bactéries
(Schaad et al., 2001). Plusieurs facteurs vont intervenir dans cette coloration : la différence
de composition chimique de bactéries et la différence de perméabilité de la paroi
bactérienne a l'alcool.

Sur une lame porte le code de chaque isolat étudié, avec une anse de platine nous
avons prélevé et étalé une couche mince de la colonie bactérienne isolée d'une culture pure
sur une goutte d'eau distillée stérile.

Aprés séchage de la lame nous avons ajouté de violet de gentiane et laissé agir une
minute ; puis nous avons jeté I'excés du colorant est rincé par 1’cau distillée stérile.

Nous avons verse sur la lame quelque goutte de Lugol, et laissé agir 1 minute, nous
avons incliné la lame et laissé tomber goutte a goutte I'éthanol pure jusqu'a ce qu'il s'écoule
incolore a I'extrémite inferieur.

Nous avons arrété la différenciation par un lavage abondant a I'eau distillée,
recoloré par la fuschine et laissé agir pendant une minute. Nous avons rincé par l'eau
distillée stérile, séche la lame et en fin nous avons observé sous microscope optique, a (G:
10 x100x1.25).

La lecture de la coloration de Gram est basée sur le changement de couleur, ou, les
germes qui ont gardées la premiére coloration (coloré par violette) sont des Gram positif.
Ceux qui ont été déecoloré par l'alcool se présente une couleur rose (coloré par la fuschine)

sont des Gram négatif.

7. 2. Croissance en anaérobiose (Test de Hugh Leifson) :

Le milieu de Hugh et Leifson (Annexel) permet de distinguer entre les deux
processus. La dégradation d'un glucide s'accompagne généralement d'une acidification du
milieu : lors des respirations le glucide est oxydé en CO2, par le dioxygéne (ou un autre
oxydant mineéral); Lors des fermentations le glucide est oxydé en acides, alcools, qui sont
liberés dans le milieu qu'ils acidifient sensiblement. Toutes les voies fermentaires ne sont

cependant pas également acidifiantes (Schaad et al., 2001).

Nous avons ensemencé les bactéries par piqdre centrale dans un tube d’essai

contenant un milieu de Hugh et Leifson puis nous avons ajouté environ 1cm d'huile de
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paraffine stérile. Laissé les tubes en incubation & une température 28+2°C, pendant 24 a
48h.

Le milieu de Hugh et Leifson contient un indicateur de pH. Le bleu de
bromothymol qui prend une couleur jaune en milieu acide. Une réaction positive se traduit
par obtention de la couleur jaune (Les bactéries oxydent le glucide par respiration. la
réaction négative (-) les bactéries inactives ou inertes ne change pas la couleur verte du
milieu (fig 8).

Réaction positive Réaction négative

Source : www.agrireseau.gc.ca

Figure 8 : Test de Hugh Leifson
7.3 . Catalase

Le test catalase sert a demontrer si la bactérie posséde I'enzyme catalase servant a
décomposer le peroxyde-de d'hydrogene (H.0,). L'enzyme catalase est produite en
abondance par les bactéries ayant un métabolisme respiratoire qui détruit les peroxydes et

libére de I'oxygene.

Sur une lame en verre propre nous avons déposé une goutte de l'eau oxygénée
(H20,) et par une pipette de pasteur on met une colonie bactérienne, aprés quelque
seconde nous avons lu la réaction obtenue. Une réaction catalase positive se traduit par
I'apparition de bulles, suite au dégagement gazeux d'oxygene, la réaction négative (-) est

reconnue par absence de bulles (fig9) (Lérvy et al ., 1992).

Réaction positive | Réaction négative

Source : www.agrireseau.qc.ca

Figure 9 : Test de catalase
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7.4. Test de LOPAT

Les tests a effectuer pour identifier les espéces de Pseudomonas spp fluorescents
sont: production de Levane, présence d'oxydase, dégradation de la pectine (pectinase),

présence d'arginine déshydrogénase et hypersensibilité sur tabac (Schaad. et al., 2001).
7.4.1. Production de Levane sucrase

Le test Levane sert a vérifier la polymérisation du fructose en poly-fructose par la
bactérie (Schaad et al., 2001).Les souches qui possedent une Levane sucrase vont scinder

le saccharose en glucose et fructose.

Chaque boites de Pétri contenant le milieu Levane (Annexel) est divisé en trois
secteurs pour tester trois souches bactériennes au méme temps. Avec l'anse de platine, nous
avons ensemencé les bactéries jeunes isolat par striés, nous laissons les boites en

incubation & 28 + 2°C pondant 24 & 48 heures.

Pour une réaction positive (levane +) une strie partiellement saillante et luisante est
observé en vue du dessus, ainsi que la présence d'une zone opaque et luisante en marge de
la strie en vue du dessous (Lelliot et Stead. 1987: Hildebrand, 1988). Une réaction

négative (levane-) s’exprime par une strie prostrée et non luisante (fig 10)

Réaction négative (-)

Réaction positive (+)

Source : www.agrireseau.gc.ca

Figure 10 : Test de Levane
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7.4.2. Test d'oxydase:

Le test oxydase est basé sur la production bactérienne d'une enzyme oxydase
intracellulaire en présence d'oxygéne atmosphérique et de cytochrome C.

Sur une lame propre, nous avons placé un disque d'oxydase (MASTDISCS ID ™),
a l'aide d'une pépete de pasteur stérile, nous avons prélevé et étalée une colonie

bactérienne jeune agée de 24 h sur le disque.

La reaction d'oxydase est obtenue apres quelques secondes, la réaction positive (+)
indique qu'il y a eu oxydation du réactif phénylénediamine pour former un composé coloré
en bleu violet, I'indophénol, et I'absence de coloration indique une réaction négative (-)
(Schaad et al., 200I).

7.4.3. Test de pectinase

Le test pectinase permet d'identifier 1'activité pectinolytique d'une bactérie (sa

capacité a dégrader la pectine).

Des tubercules de pomme de terre ont eté désinfecté avec de I'eau de javel puis
I'éthanol pure (95%), apres trois lavage avec I’eau distille stérile, nous les avons coupeé en
tranches de 7mm de hauteur, chagque tranche est déposé dans une boite de Pétri stérile

contenant du papier Buvard stérile imbibé d'eau stérile.

La suspension bactérienne a été préparée a une concentration supérieure a 10’
UFC/ml, en mettant de la créme bactérienne jeune agée de 24 h dans de 1’eau

physiologique stérile (0,09% de NaCl).

A l'aide d'un scalpel, nous avons réalisé un petit creux au centre des tranches. Un
volume de 0,1 m1 d'une suspension bactérienne de chaque isolat a été mis dans le creux
réalisé. Nous les avons mis en incubation & une température de 28 + 2°C pendant 10 & 14
jours. La réaction positive (+) indique qu'il y a eu la dégradation de la pectine du milieu et
se traduit par la couleur marron a la surface et une odeur spécifique. pour une réaction
négative (-) aucun changement n’est observé sur les tranche de pomme de terre (Schaad et
al., 2001).
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7.4.4.: Test d'arginine deshydrolase

Le test d'arginine déshydrolase sert a déterminer si la bactérie transforme I'arginine
(un acide aminé) a l'aide de I'enzyme arginine déshydrolase.

Nous avons ensemencé les isolats par piqdre centrale a ’aide d’une anse de platine
la bactérie dans un tube d’essai contenant le milieu d'arginine (Annexe 1) et ajouté environ
| cm d'huile de paraffine stérile. Aprés 5 jours d’incubation & une température de 28 + 2°C,
I’apparition d’une couleur jaune orangé indique une réaction négative, si le milieu demeure

roseé c’une réaction positif et isolat en question est un arginine positifs (Figure 11)

Réaction positive

| Réaction négative

Source : www.agrireseau.gc.ca

Figure 11 : Test d'arginine déshydrolase

7.4.5. Test d'hypersensibilité sur Tabac

Le test d'hypersensibilité (HR) sur tabac met en évidence le pouvoir pathogéne
d'une bactérie suite au desséchement des zones d'inoculation sur les feuilles de tabac
(Klement, 1963).

Nous avons préparé la suspension bactérienne a partir d'une culture jeune agée de
24h dans 5ml d'eau physiologie stérile, & une concentration supérieure a 10’'UFC/ml. A
I'aide d'une seringue stérile de 1 ml, nous avons inoculé I'espace intracellulaire le long de la
nervure centrale de la face inferieur de feuille de Tabac. Les plantes sont placées dans une
salle a la température ambiante pendant 24h a 72h. Pour la repense positive la zone
foliaire inoculée avec la bactérie devient légérement translucide et a un aspect humide, une
coloration brun clair a beige. Dans le cas d’une repense négative aucun changement de la

couleur et I'aspect du tissu (fig12).
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Repense négative |

Repense positive

Source : www.agrireseau.qc.ca

Figurel2: Test d'hypersensibilité sur Tabac
7.5. Test de gélatinolyse

La gélatinolyse est une enzyme extracellulaire qui entraine une fragmentation
poussée de la gélatine, en modifiant ses propriétés physiques de prise en gel (Schaad et al.,
2001).

Nous avons ensemencé chaque isolat par pigdre centrale, a 1’aide de I’anse de
platine, la bactérie jeune de 24 heures dans un tube d’essai contenant 8ml du milieu
gélatine(Annexe 1). Les tubes sont ensuite incubés 28 + 2°C de 3 & 10 jours. Aprés
I'incubation, avant la lecture des résultats les tubes sont déposés a une température de 4
+2°C pendant 10 min en présence d’un témoin non ensemencé pour vérifier la liquéfaction

de la gélatine.

La gélatinolyse s'exprime par l'absence de prise de gel, c'est-a-dire la liquéfaction

du milieu.
7.6. Nitrates réductase

La réduction des nitrates décrite par Gardan et Luisetti (1981) est déterminée sur
milieu EPN (Annexel), Nous avons ensemencé les isolats par piqtre centrale a 1’aide de
I’anse de platine, les bactéries jeunes de 24 h dans un tube d’essai contenant 8ml de

milieu EPN, incubés a une température de 28+2°C pendant 5jours.

La lecture des résultats se fait aprés addition des deux réactifs spécifiques
révélateurs des nitrates 1 et 2 et/ou une pincés de zinc, les notations des réactions sont en
fonction des colorations obtenue en indiquant la réduction des nitrates en nitrite, La

dénitrification ou l'absence de réduction de nitrate.
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7.7. Production du pigment fluorescent

Les milieux de King (milieu King A et milieu King B) permettent de différencier entre
elles les différences espéces du genre Pseudomonas, pat la mise en évidence de la
production de pigments spécifiques (Avril et al.,1992).

La composition du milieu influence sur les bactéries, précisément sur I'élaboration des
pigments ce qui justifie I'utilisation de deux milieux différents : King A et King B.

La production de pyocyanine, due spécifiquement a Pseudomonas aeruginosa est
favorisée par la présence d'ions inorganiques. La recherche de la production de pyocyanine
est effectuée sur milieu King A (King et al., 1954).

La production de pyoverdine, par les Pseudomonas fluorescens est favorisée par
une teneur élevée en phosphate. La recherche de la production de pyoverdine est effectuée
sur milieu King B (King et al., 1954).

A partir d'une culture bactérienne jeune agée de 24h, nous avons ensemencé une
colonie bactérienne de chaque isolat dans des tubes contenant du milieu KB et du milieu

KA. Laissé les tubes en incubation a une température 28+2°C, pendant 48h a 72h.

L'apparition de la couleur bleue sur le milieu King A (présence de pyocyanine), la
couleur jaune-vert fluorescent sur le milieu King B (présence de pyoverdine). Observé a

I'ceil nu ou sous lumiére ultraviolette (UV) a 366nm.
7.8. Croissance a 41°C et 2 4°C

Dans des boites des Pétri contenant le milieu (King B), nous avons ensemencé les
isolats bactériens, ces isolats ont été incubé a la température 41+2°C, est a la
température 4+2°C (Schaad et al., 2001).

8. Galerie API 20 NE

La galerie APl 20 NE (bio Mérieux SA) est un systeme standardisé pour
I'identification des bacilles a Gram négatif non entérobactéries et non fastidieux (ex,
Pseudomonas, Acinetobacter, Flavobacterium, Moraxella, Vlbrio, Aeromonas, etc),

combinant 8 tests conventionnels, 12 tests d'assimilation, et une base de données.

Les tests conventionnels sont inoculés avec une suspension bactérienne saline qui

reconstitue les milieux. Les réactions produites pendant la période d'incubation se
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traduisent par des virages colorés spontanés ou révélés par I'addition de réactifs. Les tests
d'assimilation sont inoculés avec un milieu minimum et les bactéries cultivent seulement si

elles sont capables d'utiliser le substrat correspondant.

Nous avons appliqué la galerie APl 20NE, pour 5 isolats bactériens choisi
aléatoirement de notre collection, Pour sa réalisation nous avons suivi le protocole et les
instituions du producteur bio Mérieux.

8.1. Préparation des inoculums

Sur un tube d'essai contenant 5 ml d'eau physiologie stérile, nous avons préleveé des
colonies bactériennes jeunes bien isolées sur un milieu gélose (KB), ensuite homogenéise

soigneusement avec le vortex pour réaliser la suspension bactérienne (A).

La suspension bactérienne (B) a été préparée en mettant 200ul de la suspension
bactérienne (A) dans I’ampoule du milieu AUX ; I’homogenéisation a été faite a I’aide

d’une pipette pasteur.
8.2. Inoculation de la galerie:

Premierement, nous avons réparti 1’eau distillée stérile dans les alvéoles pour créer
une atmosphére humide. Ensuite, nous avons rempli avec la suspension bactérienne (A) les
micr-tubes (et non les cupules), des tests NO3 jusqu'a PNPG, Pour les tests : ADH, GLU,
URE, nous avons crée une anaérobiose en remplissant leur cupule d'huile de paraffine

stérile.

Avec la suspension bactérienne (B), nous avons rempli les micr-tubes et les cupules
des tests GLU jusqu'a PAC. A la fin, nous avons refermé les plaques et les incubé a la
température 29+2°C pendant 24 h jusqu'a 48h.

La lecture de ces réactions se fait en se référant au tableau de lecture (Tableau 02)
et l'identification est obtenue a l'aide d'un logiciel (identification microbienne via les API
Microsoft Excel)

Aprés incubation, la révélation des deux tests NO3 et TRP doit se faire juste avant
la lecture des résultats en ajoutant les réactifs correspondant pour chaque test. Pour le test
TRP une goutte de réactif JAMES est ajouté dans le micr-tubes, et les deux réactifs NIT 1
+NIT 2 et/ou Zn
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Matériel et méthodes

TESTS COMPOSANTS QTE REACTIONS/ENZYMES RESULTATS |
ACTIFS (mg/cup.) NEGATIF [ POSITIF
NO3 nitrate de potassium 0,136 réduction Qe§ Nitrates en NIT 1 +NIT 2/5 min ]
nitrites
\
Incolore Rose
rouge
réduction des Nitrates en Zn /5 min ]
azote \
Rose Incolore
TRP L-tryptophane 0,2 formation d'indole JAMES / immédiat ]
TRyptoPhane) L
vert pale
jaune Rose
GLU D-glucose 1,92 fermentation (GLUcose) bleu a vert Jaune
ADH L-arginine 1,92 Arginine DiHydrolase Jaune orange
rose
rouge
URE urée 0,76 UREase Jaune orange
rose
rouge

ESC esculine 0,56 hydrolyse (B-glucosidase) Jaune Gris

citrate de fer 0,072 (ESCuline) Marron
Noir
GEL gélatine 0,6 hydrolyse (protéase) pas de diffusion
(origine bovine) (GELatine) diffusion du
du pigment pigment
noir
PNPG 4-nitrophényl-pD- 0,22 B-galactosidase Incolore Jaune
galactopyranoside (Para-NitroPhényl
-BD- Galactopyranosidase)

GLU D-glucose 1,56 Assimilation glucose Transparence | Trouble
LARAJ L-arabinose 1,4 Assimilation arabinose Transparence | Trouble
| MNE D-mannose 1,4 Assimilation mannose Transparence | Trouble
MAN D-mannitol 1,36 Assimilation mannitol Transparence | Trouble
[ NAG] | N-acetyl-glucosamine 1,28 Assimilation n-acstyle-glucosamine | Transparence | Trouble
| MAY D-maltose 14 Assimilation maltose Transparence | Trouble
| GNT) potassium gluconate 1,84 Assimilation potassium gluconate Transparence | Trouble
| CAP) acide caprique 0,78 Assimilation acide caprique Transparence | Trouble
|_ADI) acide adipique 1,12 Assimilation acide adipique Transparence | Trouble

MLT, acide malique 1,56 Assimilation acide malique Transparence | Trouble
LCIT) trisodium citrate 2,28 Assimilation wisodium citrate Transparence | Trouble
| PAC] | acide phénylacétique 0,8 Assimilation acide phénylacstique Transparence | Trouble
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9. Recherche des activités antagonismes (test d’antagonisme in vitro)
9.1. Matériel biologique
9.1.1. Souche bactériennes

Pour tester le pouvoir antagonismes (in vitro) des isolats bactériennes, nous avons
utilise trois souches (C3, B24, F31) pour les opérations (isolements, purification et

identification) ont été effectué antérieurement
9.1.2. Isolats de champignons
Deux isolats phytopathogenes ont été utilise dons nos essai, il s’agit des isolats de :
- Fusarium oxysporum f.sp albedinis (FOAL); isolée et identifié par M™ Houaiti ;

- Fusarium culmorum (BD11), isolée et identifié par M™ Touati.

Nous avons déposé dans chaque boite de Pétri quatre sports bactériens (deux sports
bactériens du méme isolat sont opposés dans la méme boite), des répétitions ont été réalisé

pour chaque isolats bactériens (Figure 15).

Selon la méthode décrite par Backer et Cook (1988), un disque de 4mm de diametre
de chaque champignon a été prélevé a1’aide de pipette de Pasteur, puis le placé au centre
de chaque boite de Pétri contenant le milieu KB et des boites contenant PDA. Le témoin
de I’agent pathogeéne est effectué en absence de clonies bactérienne Les boites ont éte

ensuite incubée a 25+2°C.

Les résultats ont été noté par la réduction du diamétre de la croissance de 1’agent
pathogéne chaque 24 heures, en présence des isolats de Pseudomonas, en comparassions
avec la croissance de témoin qui indique la présence ou I’absence d’une activité
antagonistes, pendant cinq (05) jours d’incubation nous avons obtenir le résultat finale ; la
présence ou 1’absence de la zone d’inhibition, dans le cas de présence de la zone

d’inhibition est évaluée en (mm).

Le pourcentage d’inhibition 1(%) de la croissance mycélienne du pathogéne a été

évaluée selon la formule suivante : (Hamouni et al., 1996) :
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|(%) = (1- DpA/DT)*100.

D+ : croissance radiale du témoin.

Dpa: croissance mycélienne radiale du pathogene en présence de 1’antagoniste.

Disque du champignon
FO Al ou BD11

Spot bactérien de
la souche B

Spot bactérien de
la souche A

Figure 13: Test d’antagonisme in vitro
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Résultats et discussion

1. Résultats

1.1.Dénombrement bactriens

Aprés 24h d’incubation des boites de Pétri, nous avons observé une formation de
colonies bactériennes sur les deux milieux King A et LPGA de toutes les délutions. Le
taux des Pseudomonas spp. fluorescents est estimé par le nombre total des bacteéries, il
varie entre 53 et 71% (Figure 14)

Taux des Pseudomonas spp. fluorescents (%)

80,00%

70,00%

60,00% -
50,00% -
40,00% -
30,00% -
20,00% -
10,00% -
0,00% -

H Navet Laitue ®BlIé ®Carotte BFéve mQignon

Figure 14: Le taux des Pseudomonas spp. fluorescents.

1.2. Caractérisation des Pseudomonas spp. fluorescents

A partir des cultures bactéeriennes issues des isolement, nous avons gardé 43
isolats isolés sur milieu King B et le milieu LPGA, choisi d’une observation a 1’ceil nu
selon les caractéres morphologique de Pseudomonas spp fluorescents , des colonies
bactériennes de petite taille, rondes brillantes, des reliefs bombés et des surfaces lisses,

ainsi que une pigmentation jaune a verte sur KB.
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Aprés la purification des isolats (figl5) bactériennes sur le milieu de KB, nous
avons realisé les testes biochimique et physiologique voir le test de gram, test de Hugh
Leifson, test catalase, test de LOPAT, etc.

(Auteur 2014)

Figure 15: Culture pure des isolats

1.3. Test de Gram
1.3.1. Test de KOH

Apres le test de KOH, nous avons observé la formation d’un fil visqueux (réaction
positive) pour 30 isolats, ces dernies sont des Gram négatifs, et 13 isolats ne ont pas forme

un fil visqueux (réaction négative), sont considéres des Gram positifs (Tableau 03, fig 16).

=

(Auteur 2014)

Figure 16: La formation d’un fil visqueux pour les Gram -
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1.3.2. La coloration de Gram

Apres la sélection par le test de KOH, tous les 30isolats ont donne une couleur
rose sous le microscope optique (G10x100x1.5), apres le test de la coloration de Gram.
Nous avons confirmé que tous les isolats étudiés sont des bacilles a Gram négatif.
(Tableau 03, fig 17)

(Auteur 2014)

Figure 17 : la couleur et la forme du Gram- sous microscope optique (G10x100x1.5)

Croissance en anaérobiose (Test de Hugh et Leifson ).

Aprés 24h d'incubation, nous avons remarqué un virage de couleur du vert au jaune
pour 9 isolats ce sont des bactéries anaérobique. Les autres isolats aucun virage de couleur
n’a été observe, le milieu de culture a gardé sa couleur verte, les 21 bactéries sont des

bactéries aérobique (Tableau 03, Fig 18).

Réaction positive Réaction négative

Isolats aérobies Isolats anaérobies

(Auteur 2014)

Figure 18: Résultats de test de Hugh et Leifson
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1.4.Catalase

Pour toutes les isolats testées nous avons obtenu une réaction positive, la production
des bulles indique que il ‘y a eu une destruction de 1e peroxyde-de d'hydrogene (H20,) et
une libération d'oxygéne (Présence de Catalase). (Tableau 03,fig 19).

Réaction positive

(Auteur 2014)

Figure 19 : Résultats de test de catalase

1.5.Test de LOPAT

1.5.1. Production de Levane sucrase

Apres 48h d’incubation des boites de Pétrie nous avons lu les résultats obtenu, Nous avons
observé pour 14 isolats : des stries saillante et luisante (Une levane positif), indique la
dégradation du fructose. Mais pour les 7 autres isolats, nous avons observé des stries

prostrées non luisantes (Levane négatif), aucune dégradation du fructose (Tableau 04,
Fig20).

Réaction négative

Réaction positive

(Auteur 2014)

Figure 20: Résultats de test levane
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Tableau 03 : les résultats des testes préliminaires

Résultats et discussion

test* Test Test de la Fluorescents Fluorescents Test de Test de
KOH coloration dans KB dans KA HL catalase
isolat de gram
C1 + G- + - + EL
C2 + G- + - + EL
C3 + G- + - - +
C4 + G- + - - +
C5 - EL EL EL EL EL
C6 - EL EL EL EL EL
o7 + G- + - - +
08 - EL EL EL EL EL
09 + G- + - - +
010 + G- + - + EL
011 + G- + - - +
012 + G- + - - +
013 + G- + - - +
N 14 + G- + - - +
N 15 + G- + - - +
N 16 + G- + - - +
L17 + G- + - - +
L18 + G- + - + EL
B 19 + G- + - - +
B 20 + G- + - - +
B 21 + G- + - - +
B 22 + G- + - - +
B 23 + G- + - - +
B 24 + G- + - - +
B 25 - EL EL EL EL EL
B 26 + G- + - - +
B 27 - EL EL EL EL EL
B 28 + G- + - + EL
B 29 - EL EL EL EL EL
B 30 + G- + - - +
F31 + G- + - - +
F 32 - EL EL EL EL EL
F 33 - EL EL EL EL EL
F 34 - EL EL EL EL EL
F 35 - EL EL EL EL EL
F 36 + G- + - + EL
F 37 - EL EL EL EL EL
F 38 - EL EL EL EL EL
F 39 + G- + _ _ T
F 40 - EL EL EL EL EL
F 41 + G- + - + EL
F 42 + G- + - + EL
F 43 + G- + - + EL

Test* ordre des tests.

EL : éliminé par le teste précédant.

(+) réaction positive (-) réaction négative. G- gram négative
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1.5.2. Test d'oxydase:

Nous avons observé I'apparition d'une couleur bleue violéte sur les disques pour les 30
isolats testées, qui montre que ces bactéries sont d'oxydase positive (+) (Tableau 04,
Fig21).

Réaction positive

(Auteur 2014)

Figure 21 : Résultats du test d’oxydase
1.5.3. Test de pectinase:

Apres 14 jours d'incubation, nous n’avons pas observé de changement ou de
modification remarquable et aucune odeur reniflé sur les tranches de la pomme de terre, ce
la indique que les bactéries étudies ne sont pas capable de dégrader la pectine (Tableau 04
Fig22).

Réaction négative ]

(Auteur 2014)

Figure 22: Résultats du test pecténase
1.5.4. Test d'arginine déshydrolase :

Aprés cing jours d’incubation, le milieu a demeuré rose, ce résultat montre que

tous nos isolats sont des arginine positif (Tableau 04, fig23).
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Réaction positive

(Auteur 2014)
Figure 23: Résultats de Test d'arginine déshydrolase
1.5.5. Test d'hypersensibilité sur Tabac:

Apres 24 heurs, aucune modification de I'aspect et de la couleur de la zone foliaire
inoculé. Le test HR sur Tabac a donné des résultats négatifs pour tous les isolats testés.
(Tableau 04,fig24)

‘ Réaction négative

(Auteur 2014)
Figure 24 : Résultats du test d'hypersensibilité sur Tabac

1.6.Test de la gélatinolyse

Aprés 10 jours d’incubation, les tubes ont été mis & une température de 4 +2°C
pendant 10 min avec la présence d’un témoin non ensemencé pour Vérifier la liquéfaction
de la gélatine. Nous avons obtenu une liquéfaction pour six isolats (gélatine positive), pour

les 15 autres isolats le milieu a resté gélifiant, (gélatine negative) (Tableau 5,fig25).

Réaction positive

Réaction négative

(Auteur 2014)
Figure 25: Résultats de test gélatinolyse
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Tableau 04: Tableau des résultats du test de LOPAT

Résultats et discussion

Testde | Production | Test Pectinase Test Test
LOPAT | de Levane | d'oxydase d'arginine | d'hypersensibilité
sucrase déshydrolase sur Tabac
C3 - + - + -
C4 + + - + -
o7 + + - + -
09 + + - + -
011 + + - + -
012 + + - + -
013 + + - + -
N 14 + + - + -
N 15 - + - + -
N 16 + + - + -
L 17 - + - + -
B 19 + + - + -
B 20 - + - + -
B21 + + - + -
B 22 - + - + -
B 23 + + - + -
B 24 + + - + -
B 26 - + - + -
B 30 + + - + -
F31 - + - + -
F 39 + + - + _
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1.7.Nitrates réductase

Aprés cinq jours d’incubation, pour la lecture des résultats nous avons ajouté aux
milieux EPN des goutes de nitrate 1 (NIT 1) et nitrate 2 (NIT 2), nous avons attendu cing
5 minutes, I’absence d’une coloration orange a rouge brique (milieu incolore), indique une
réaction négative, mais les isolats peuvent réduire le nitrate en N, pour cela nous avons
ajouté du Zinc, les milieux ont resté incolore c’est une réaction positive, ces isolats ont un

pouvoir dénitrifiant. (Tableau 5, fig26).

T n

(Auteur 2014)
Figure 26 : Résultats de Test Nitrate réeductase

1.8. Production du pigment fluorescent

Pour I’ensemble des isolats, sur le milieu de King B, nous avons observé un pigment
jaune-vert fluorescent sous UV (365nm) diffusible dans le milieu la bactérie a produit la
pyoverdine (résultat positive).

Dans le milieu de King A, aucun changement de couleur n’a été observé, soit a I’ceil nu

ou sous la lumiere ultrat- violette UV (365nm) (résultat négatif). (Tableau 03, fig27)

King | .
(Auteur 2014)

Figure 27: Résultats de la production du pigment fluorescent

King A
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1.9.Croissance a 41°C et 4 4°C

Aprés 24h I'incubation des isolats bactériens & la température 41°C, nous n‘avons pas
observé une croissance. Contrairement & la température 4°C nous avons remarqué une

croissance bactérienne lente pour tous les 21 isolats. (Tableau 5, Fig28)

Croissance -
P Croissance
negative a itive 4 4°C
ositive a
arc P

(Auteur 2014)
Figure 28 : Résultats de la Croissance a 41°C et a 4°C
1.10. Galerie APl 20 NE
La lecture des plaques de Galerie APl 20 NE effectué aprés 24h et 48h, a I’aide au
tableau de lecture, pour les cing (5) isolats (C3, N14, L17, B24, F31) qui ont été choisie

aléatoirement (tableau 02).

Pour la lecture du test NO3 nous avons ajoutées une goutte de réactifs NIT 1, puis
une goutte NIT 2 dans la cupule NO3 aprés 5 min nous n’avons pas observé la couleur
rouge ou rose qui indique une réaction positive, cette réaction négative peut étre due a la
production d'azote directement (Ny). Pour cela Nous avons ajouté 2-3 mg du Zn, Apres 5

min, la cupule restée incolore cela indiqué une réaction positive, une dénitrification

Pour la lecture du test TRP nous avons ajouté une goutte de réactif JAMES dans la
cupule du test TRP, nous n’avons pas observé de couleur rose diffusant dans toute la

cupule (une réaction positive).

Les résultats obtenus des galeries API 20 NE sont représenté dans le tableau (06)
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Tableau 05: les résultats final des testes biochimiques et physiologiques

test Isolats C3 |[C4|07]09|011|012 | O13 | N14 | N15 | N16 | L17 | B19 | B20 | B21 | B22 | B23 | B24 | B26 | B30 | F31 | F39
Test de
KOH + |+ |+ |+ | + + + + + + + | + + |+ |+ |+ | + |+ +
Coloration de Gram G |6|6G|6G|6G |66 |GGG |G |6 |G |6 |G |66 |G |6 |66
Test de HL - - -] - - - - - - - - - - - - - - - - - -
catalase + |+ |+ |+ |+ + + + + + + | + + |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+
Levane - + | + | + + + + + - + - + - + - + + - + - +
Oxydase + |+ |+ |+ |+ + + + + + + | + + |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+
Test Pecténase - - -] - - - - - - - - - - - - - - - - - -
LOPAT  Arginine + [+ + |+ + ]+ |+ |+ ]+ ]+ ]|+ ]+ +]+]+]+]+]+]+]+]+
HRsur Tabac - - -] - - - - - - - - - - - - - - - - - -
gélatinolyse + |+ - -] - - - + - - - -+ ] - - - -+ |- -+
Nitrate reductase S T T T ST I I N N N O A S O B (S B B S N
King B + |+ |+ |+ | + + + + + + + + + + + | + + | + + | + | +
King A - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Croissance a T 41°C - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Croissance a T 4°C + + | + | + + + + + + + + + + + + + + + + + +

(+) réaction positive, (-) réaction négative

G- : Gram négative.

HL : Test de Hugh et Leifson

HR sur Tabac: Test d’Hypersensibilité de tabac.

gélatinolyse : (+) la gélatine dégradée, (-) la gélatine non dégradée.
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Tableau 06: les résultats de la galerie API 20 NE

souches
C3 N 14 L17 B 24 F31
Les tests

NO3 + + + + +
TRP - - - - -
GLU - - - - -
ADH + + + + +
URE - + - - -
ESC + + + + +
GEL + + - + -
PNG - - - - -
GLU + + + + +
ARA + + + + +
MNE + + + + +
MAN - + + + +
NAG + + + + +
MAL + + - - +
GNT + + + + +
CAP + + + + +
ADI - + - - +
MLT + + + + -
CIT + + + + +
PAC + + - - -
OX + + + + +

A l'aide d'un logiciel d'identification (identification microbienne via les APl Microsoft
Excel) nous avons obtenu les résultats tableau (07) montrent que les souches (C 3, L 17, B
24, F 31) sont des Pseudomonas fluorescens, elles prennent différentes probabilités. La

souche (N14) est une Burkholdera cepacia.

Concernant I’isolat L 17 elle a une trés bonne identification avec la
probabilité 98.6%, suivi par I’isolat B 24 avec une bonne identification et une probabilité
de 99.6%, alors que les isolats (C3, F 31) ont eu des remarques d’identification pas bonne
avec des probabilités 40.2%, 55.8% successivement. A propos de la souche N14 sa
remarque d’identification n’est pas bonne avec une probabilité de 72.6%.
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Tableau (07) : Les résultats d'identification de la galerie AP1 20 NE

Souche (taxon le

Les souches olus probable) Remarque Indice de typicité Probabilité

L 17 Pseudomonas Trés bon 0.37 98.6%
fluorescens

B 24 Pseudomonas bon 0.48 99.6%
fluorescens

c3 Pseudomonas Pas bon -0.25 63.8%
fluorescens

F31 Pseudomonas Pas bon -0.47 55.8%
fluorescens

N 14 Burkholdera Pas bon -0.15 72.6%

cepacea

La classification inter et intra spécifique peut étre effectué pour les souches par la lecture
de ’ensemble des testes subit dans laboratoire, de tests Arabinose et Tréptophane sur la
Galerie API 20NE avec utilisation de la clé dichotomique (A) proposé par Jacque (1994) et
La clé dichotomique (B) propose par Bossis pour identification des pseudomonas spp.
fluorescents. Malgré le manques de quelques testes essentielles pour la classification inter
et intra spécifiques (arabinose, tartrate, sorbitol, lipase, tréhalose), hous avons essaye de faire

une identification taxonomigue de nos souches.

Selon la clé dichotomique (A) proposé par Jacque (1994) pour identification des
pseudomonas spp fluorescentes , les testes effectuée dans laboratoire et de la lecture de
test Arabinose sur la Galerie APl 20NE toute les souche sont des pseudomonas
fluorescens qui inclus au différent biovars , nous avons pu classer 9 souche précisément,
(C3, N15,N14, L17, B20, B22, B24, B26,F31) .Les 7 souches (C3, N15,L 17, B20, B22,
B26,F31) sont affiliées au biovar Il et Les deux souches (N14,B 24) affiliées au biovar
IV. Les autres souches est difficile de les classé et d’affiliées dans un biovars a cause de

manque de quelque testes essentiels pour la différenciation. (tableau 08)

Selon la clé dichotomique (B) proposé par bossis (1995) pour identification des
Pseudomonas spp. fluorescentes, les testes effectuée dans laboratoire et de la lecture de
test Arabinose sur la galerie APl 20NE toute les souches sont des Pseudomonas
fluorescens qui inclus au différent biovars, nous avons peut de classer deux souche
précisément (B20,B26) qui sont affiliées au biovar Il1l.Pour les autres souches, il est
difficile de les classé et de les affiliées dans un biovars a cause de manque de quelque

testes essentiels. (Tableau 09)
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Tableau 08: la clé dichotomique (A) proposé par Jacque (1994) pour identification des pseudomonas spp fluorescentes

C4 |O7 |09 |O11 | 012 | O13 E\NkE NyAN B19 WEYON B21 W=y B24 B26 QsXiUg F31 QHsSiS
King B + + + + + + + + + +
King A - - - - - - - - - -
Arginine + + + + + + + + + +
Oxydase + + + + + + + + + +
HR sur ) ) ) ) ) ) ) ) ) }
Tabac
EPN
+ |+ + + + + + + + +
(NOs)
Levane + + + + + + + + + +
Tartrat NR | NR | NR | NR NR | NR NR NR NR NR
:r"arlz:zl NR [NR [NR | NR | NR | NR NR NR NR NR
o NR | NR | NR | NR NR | NR NR NR NR NR
T:41°C - - - - - -
S35 )33 3 3 3 3 3 3
e il e T B Q Q Q Q Q o Q Q Q
ol I e o e et e o o o o
= o o o o o o [ = o = o = S = o > = o = o
- = | =2 | 2 = = = = = = = = S = = = = = = =
e = | = | = = = = = > = > = > = > = > > = > =
= o | o | o 2l o o s o BESEN 0 BESEN o RS o PESHEESE o ESE O
o Y Y Y Y g - O o Y o Y o - o g o o Y o g
Wz 222 |2 | ZENENZER:zZE CER:ENER :ER:
M 2| 2| 32| 2| 3 | 2k 2 2N 2 R 2 AR 2 Bl 2
o @ @ @ @ @ . O o @ o @ o PE o @ o o @ o @
1 1 1 1 1 1 S S o [ 1 1
o o o o o o o o o o o o
= | 2| 2 = = = = = = = = =
= | = | = = = = = = = = = =
Q| a | a a o (ol (ol (oW a a (ol (ol

HR sur Tabac : test d’hypersensibilité sur tabac
(+) réaction positive (-) réaction négative
NR : test non réalisée
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Tableau 09 : La clé dichotomique (B) propose par Bossis (1995) pour identification des pseudomonas spp fluorescents.

King B
King A
Arginine
Oxydase
HR sur Tabac
Gélatine
Tréhalose

Levane 4+ - +

EPN (NOs) + A A A A
ARA + NR NR + NR ' NR NR
Tart NR ENRY NR NR | NR NR " NR NR NR
Trp - NR

P.fluor.bv. Il, P.fluor.bv. IV

P.fluor.bv. 1V, P.fluor.bv. Il

P.fluor.bv. 1V, P.fluor.bv. Il
P.fluor.bv. 111
P.fluor.bv

P.fluor.bv. 1V, P.fluor.bv. Il

HR sur Tabac : test d’hypersensibilité sur tabac
(+) réaction positive (-) réaction négative
NR : test non réalisée
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1.11. Test d’antagonismes in vitro

Pour I’étude de test de antagonistes in vitro nous avons utilisé la méthode de
confrontation directe sur le milieu PDA et le milieu KB, 1’estimation de la zone
d’inhibition obtenus par les trois souches bactériens (C 3, B 24, et F 31) qui son identifier
comme des Pseudomonas spp fluorescentes vis-a-vis les deux champignons (Fusarium
oxysporum f.sp albedinis (FOA1), Fusarium culmorum (BD11) est donne par un
pourcentage, ce dernier représente la zones d’inhibition de la croissance mycélienne par
rapport au témoin. Apres cing jours, parmi les 18 boites, seulement 8 boites montre une
activité antagonistes ou intensités de réponse est variable. Les résultats obtenus est dans le
tableau 10.

Sur le milieu KB, en comparant 1’effet antagoniste des différentes souches bactériennes, il
ressort que toutes les souches présentent une activité d’antibiose importante, vis-a-vis des deux
champignons phytopathogéne sauf la souche F31 qui n’a pas une activité sur le champignon
Fusarium culmorum (BD11). Un taux minimal d’inhibition a été enregistré avec la souche C3 de
I’ordre de 33,33% Vis-a-vis de champignon 2[ Fusarium culmorum (BD11)]. et un taux maximal
d’inhibition avec la souche B24 vis-a-vis de champignon chl [(Fusarium oxysporum f.sp albedinis
(FOAL)] qui est de I’ordre de 44,15%. (Tableau 10 ).

Sur le milieu PDA, nous avons remarqué qu’il n’existe pas une activité antagoniste chez les
différentes souches bactériennes vis-a-vis des deux phytopathogéne exceptionnellement la souche
C3 qui eux une activité antagonistes sur le champignon Fusarium culmorum (BD11), dont le taux
d’inhibition 29,41%.(Tableaul0 ).

TableaulO : résultats du test d’antagonisme in vitro

Traitement Fusarium Fusarium culmorum (BD11)
oxysporum f.sp albedinis (FOAL)
KB PDA KB PDA
C3 38,96% 00,00% 33,33% 29,41%
B 24 44,15% 00,00% 44% 00,00%
F31 42,28% 00,00% 00,00% 00,00%
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2. Discussion

Dans notre étude, nous somme intéressées a la flore bactérienne rhizospherique
précisément les Pseudomonas spp. fluorescents qui colonisent la rhizosphére de culture
cultivé (navet, laitue, blé, carotte, féve et d’oignon) de la région D'EL-ASSAFIA

(Laghouat) pour la sélection des bactéries antagonistes.

Apreés le dénombrement des bactéries, nous avons remarqué que le taux des
bactéries Pseudomonas spp. fluorescents au niveau de la rhizosphére du sol des plantes

cultures cultivé sujettes de notre étude varie entre 53% et 71%.

Les méthodes de caractérisation bactériologiques et les tests biochimiques utilisés
pour l'identification des isolats de Pseudornonas spp peuvent étre considérés comme
indicateurs de I'aspect de ces bactéries, ils permirent une identification préliminaire des

souches et des biovars.

Premierement la sélection a été basée sur I’observation a I’ceil nu, nous avons
choisi les isolats qui montre les caracteres macromorphologiques (des colonies
bactériennes de petite taille, rondes brillantes pigmentées avec pigment jaune a verte dans
le milieu KB, des reliefs bombés et des surfaces lisses) de Pseudomonas spp sur le milieu
de King B et le milieu LPGA, cette sélection a permit la constitution des 43 isolats

bactériens a partir de toutes les cultures (blé, oignon, féve, navet, laitue et carotte).

Aprés la purification des 43 isolats bactériens, nous avons réalisé les testes

biochimique et physiologique ainsi que la galerie API 20 NE.

Le test de KOH est un caractére clé pour la différenciation ente les isolats de
Gram — et de Gram +, la solution de KOH devient visqueuse en présence de bactéries a
gram négatifs La réaction est considérée positive si la viscosité est obtenue aprés 30s
(schaad et al., 200l). Dans notre travail, nous avons observé la formation d’un fil visqueux
pour 30 isolats par contre nous n’avons pas observé pour les 13 autre isolats. A partir de ce

teste nous avons sélectionné 30 isolats.

Aprés la sélection, nous avons effectuee une régénération pour les 30 isolats
bactériens sur le milieu de KB, ces isolats montre les caractéres culturales a I'ceil nu sur le
milieu de King B, des colonies bactériennes de petite taille, rondes brillantes pigmentées

avec pigment jaune a verte, des reliefs bombés et des surfaces lisses.
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Selon Hofte et Altier (2010) ; Les Pseudomonas spp. fluorescents rassemblent des
espéces saprophytes se distingue par la production de pigments jaune-vert fluorescents

(pyoverdine) dans des conditions de carence en fer.

La coloration de Gram et la fermentation du glucose ont été des caracteéres clés pour
classer les familles des bacilles a gram négatif non fermentaires. Pour les résultats de la
coloration de Gram tous les 30 isolats qui sont étudiées apres les sélections sont des
bacilles & Gram négative.

Le genre Pseudomonas spp. fluorescents est constitué de bacilles Gram négatifs,
droits ou légérement incurvés, ayant une taille de 0,5 a 1,0 um sur 1,5 a 5,0 um, aérobies
stricte, oxydase positifs, non sporulés et généralement mobiles par un ou plusieurs flagelles
polaires(Bell-Perkins et Lynch, 2002 ; Ghafir, 2007)).

Le test de Hugh et Leifson c'est un test qui précise I'aérobiose ou I'anaérobiose des
bactéries. Les résultats obtenus par ce test est négatif pour 21 isolats ce sont des isolats
aérobies strictes, et positive pour 9 isolats ce sont des isolats anaérobies strictes.

Le milieu de Hugh et Leifson est constitue par le bleu de promothymol qui prend
une couleur jaune lorsque il est en contacte avec acidification, ce milieu est précise le
type de dégradation du glucide (glucose) qui libére des acides et éventuellement des gaz.
La faible teneure en peptone et la forte concentration en glucose dans le milieu de Hugh et
Leifson vérifier si la bactérie peut utiliser le glucose en présence et en absence de
oxygéne, aprés utilisation de glucose il y a la formation d’un acide, cette acidification du
milieu fait virer I’indicative coloré le bleu de bromothymol du quelle passe de vert au
jaune. Les Pseudomonase spp. fluorescents sont des bactéries aérobies ne peut pas utiliser
le glucose dans les conditions anaérobie. Les Pseudomonas spp. fluorescents sont des
bactéries aérobiques (Avril et al., 1992).

Pour le teste de catalase tous les 21 isolats qui sont sélectionnée apres le test de HL
sont de catalase positive, La bactérie possede I'enzyme catalase servant a décomposer le
peroxyde-de d'hydrogene (H,0,) est produite en abondance par les bactéries ayant un
métabolisme respiratoire qui detruit les peroxydes et libére de I'oxygéne. Les Pseudomonas

spp. fluorescents sont définis comme étant des microorganismes aérobies (Palleroni, 1984).

L'ensemble des tests de LOPAT sont des tests de base pour l'identification des

Pseudomonas spp. fluorescents.
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Selon Semal (1989), les tests de LOPAT permettent de distinguer au sein du
groupe, les espéces non pathogénes telles que Pseudomonas spp .fluorescents et especes
phytopathogeénes.

Pour les résultats teste Levane sont positif pour 14 souches et négative pour sept
(7). Cette enzyme catalyse la synthése de levane a partir du sucrose et catalyse I'hydrolyse

du Levane en monosaccharides.

La production de levane sucrase extracellulaire est présente chez quelques biovars
de Pseudomonas fluorescens, mais absente chez Pseudomonas putida (Jacques, 1994,
Bossis, 1995).

Les résultats d’oxydase pour touts les 21 isolats étudiés sont positives. Selon Avril
et al (1992) les Pseudomonas spp. Fluorescents possédent un cytochrome oxydase qui
catalyse la réaction d'oxydation du cytochrome C par l'oxygene moléculaire. Le
cytochrome oxydase oxyde le cytochrome C qui va, a son tour, oxyder Le tétraméthyl-I, 4-
phényléne diamine, substrat qui prend une coloration bleue violéte.

Pour I’ensemble de nos isolats la réaction pour le test de pécténas est négative, le
test pectinase permet d'identifier 1'activité pectinolytique d'une bactérie ¢’est-a-dire sa

capacité a dégrader la pectine.

La HR est une réaction rapide de défense des plantes correspondant a une mort
programmée des cellules aux sites d'invasion, qui blogue la progression du pathogéne
(Klement, 1982).

Pour le test HR tous les isolats donnent résultats négative. Avec ceux du test de
pécténase, ils montrent que nos isolats ne sont pas pathogeénes.

Pour le teste de arginine, tous nos isolats ont répondu positivement. Une réaction
positive indique qu’il y a eu transformation de 1’arginine (un acide amin€) par I’enzyme
arginine déshydrolase. La dégradation de 1'arginine est une voie caractéristique des
Pseudomonas spp. fluorescents saprophytes (Thornley. 1960). Elle fonctionne seulement
en absence d'O,, lorsque la chaine respiratoire est totalement bloquée (Shoesmith et
Sherris. 1960; Mercenier et al., 1980). C'est la seule voie fermentative connue chez ces

bactéries (Latour et Lemanceau 1997).
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Le test de l'oxydase considéré comme caractére taxinomique permettant de
discriminer aisément les Pseudomonas spp fluorescents (Palleroni et al., 1984 ;jacques,
1994 ; Bossis, 1995); ainsi que le test de l'arginine dishydrolase considéré comme
déterminatif a été pratiqué sur toutes les souches de la collection( jacques, 1994 ; Bossis,
1995). Les tests de 1'hypersensibilité sur tabac (Klement, 1963) qui provoquent
respectivement une hypersensibilité ont permis de discriminer davantage les saprophytes
des phytopathogeéne (Cooksey et al., 1990).

La capacité d'utiliser les nitrates a la place de 1'oxygene comme récepteur final
délectrons et donc de croitre de maniere anaérobique. Est un autre caractere
multienzymatique ayant une signification taxonomique considérable chez les Pseudomonas

aérobies (Stanier et al., 1966).tous les 21 isolats de notre travail sont dénitrifiant.

Les capacités dénitrifiantes des Pseudomonas spp. fluorescents est varient selon
I'espéce et le biovar. P. fluoresces biovars I, P. fluoresces biovars V, P. fluoresces
biovars VI et P. putida peuvent uniquement réduire les nitrates (Palleroni, 1984), grace a
un nitrate réductase (latour et lemanceau, 1997). Les isolats denitrifiant sont les plus

compétitifs dans la rhizosphére (Botelho et Mendonga-Hagler, 2006).

Dans notre travail nous avons obtenu 6 isolats ayant la capacité de hydrolyser la
gélatine et 15 souche n’avez pas la cette capacité. Les résultats de L’hydrolyse de la
gélatine avec le test de levane et le test de nitrate réductase permettent la distinction entre

les Pseudomonas fluorescens et Pseudomonas putida (jacques, 1994 ; Bossis ,1995).

La croissance de Pseudomonas fluorescens est possible dans la température 4°C
(Schaad et al., 2001). Ce test est utilisé pour différencier entre Pseudornonas aeruginosa et
les autre espéces ne sont pas capable de croitre a une température de 4°C (Avril et al.,
1992), alors que elles sont capable de croitre a une température supérieure a 41°C (Schaad
etal., 2001).

La classification inter et intra spécifique peut étre effectué pour les souches par la
lecture de I’ensemble des testes subit dans laboratoire, de tests Arabinose et Tréptophane
sur la galerie API 20NE, avec I’utilisation de la clé dichotomique (A) proposé par Jacque
(1994) et La clé dichotomique (B) propose par Bossis pour identification des Pseudomonas

spp. fluorescents.
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Malgré le manques de quelques testes essentielles pour la classification inter et intra
spécifiques (arabinose, tartrate, sorbitol, lipase, tréhalose), nous avons essayé de faire

identification taxonomique de nos souches.

Selon la clé dichotomique (A) proposé par Jacque (1994) pour identification des
Pseudomonas spp fluorescentes , les testes effectuée dans laboratoire et de la lecture de
test Arabinose sur la Galerie APl 20NE toute les souche sont des Pseudomonas
fluorescens qui inclus au différent biovars , nous avons pu classer 9 souche précisement,
(C3, N15,N14, L17, B20, B22, B24,B 26,F31) .Les 7 souches (C3, N15, L17, B20,B 22,
B26,F31) sont affiliées au biovar Il et Les deux souches (N14,B 24) affiliées au biovar

V.

Selon la clé dichotomique (B) proposé par bossis (1995) pour identification
des Pseudomonas spp fluorescentes, les testes effectuée dans laboratoire et de la lecture de
test Arabinose sur la galerie APl 20NE toute les souches sont des Pseudomonas
fluorescens qui inclus au différent biovars, nous avons pu affilier les deux souches
(B20,B26) au biovar IlI.

Les autres souches est difficile de les classé et d’affiliées dans un biovars a cause
de manque de quelque testes essentielle que soit par la clé (A) ou la clé (B) (tableau 07
tableau 08)

D’apres les résultats du test d’antagonistes in vitro de trois souches bactériens (C 3, B 24,
et F 31) vis-a-vis les deux champignons (Fusarium oxysporum f.sp albedinis (FOA1), Fusarium
culmorum (BD11) des zone d’inhibition supérieur a 29,41% soit sur le milieu PDA ou le milieu
KB. La souche B 24 a révélé la meilleure activité inhibitrice sur le milieu KB, avec zone

d’inhibition de 44 % vis a vis des deux champignons phytopathogenes.

Certaines souches de PGPR ont la capacité a dégrader les parois cellulaires
fongiques a travers la production d’enzymes hydrolytiques tels B-1,3-gluacnase, exo- et

endo-polygalacturonases, pectinolyases, cellulases et chitinases (Whippes, 2001).

Les souches de Pseudomonas produisent une variété de métabolites antifongiques
puissants impliquées dans le biocontréle, par exemple 1’acide cyanhydrique (HCN), la
viscosamide, la pyolutéorine, le 2,4-diacetylphloroglucinol (DAPG), la pyrrolnitrine, les
phénazines, les butyrolactones, les tensines et les tropolones (Defago, 1993 ; de Souza et

al., 2003 ; Haas et Defago 2005). Les sidérophores de bactéries rhizosphériques peuvent
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influencer directement 1’alimentation de la plante en fer, comme ils peuvent le rendre ainsi

non disponible pour les champignons pathogénes (O’sullivan et O’gara, 1992).
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Conclusion

Le controle biologique des maladies dues a des pathogénes du sol, par I’introduction de
microorganismes bénéfiques dans la rhizosphére a été proposé comme une alternative a
I’utilisation des substances chimiques. Certaines bactéries associées aux plantes particulierement
les Pseudomonas spp. fluorescents ont fait 1’objet d’explorations suppressives des maladies des

cultures par antagonisme direct entre la bactérie et les phytopathogénes du sol.

A partir de nos travaux réalisés sur la recherche de la bactérie  Pseudomonas spp.
fluorescents a partire du sol rhizosphérique des six cultures cultivées :(blé, oignon, féve, navet,

laitue et carotte)

Nous avons pu isoler de différent rhizosphére des cultures cultivées 43 isolats. Les tests
biochimiques et physiologiques réalisés, ont permis d'isoler 21 isolats bactériens, présentant les
caracteres morphologiques des espéces de Pseudomonas spp. fluorescents, accompagné avec des

réactions physiologiques et biochimiques propre a ces especes

L’utilisation de la galerie API 20NE rendre 1’identification biochimique plus facile et
rapide, elle a été appliquée seulement pour 5 souches bactériennes. Nous avons obtenu de
Pseudomonas spp.fluorescents sur quatre plaques Api 20NE utilisées, mais avec des probabilités

variables.

L’identification taxonomique nous permis de faire I’affiliation des 9 souches. (C3, N15,
L17, B20, B22, B26 et F31) sont affiliées au biovar Il et les deux souches (N14 et B24)
affiliées au biovar V. Utilisation des caractérisations phénotypiques ne peut pas permettre une
identification taxonomique totale et précise.

Nous avons obtenu certain résultats contradictoire entre la galerie classique et la galerie
API 20NE pour la L17 pour le test de la gelatinolyse et I’identification de N14

Les résultats obtenus dans ce travail sont des résultats préliminaires. Nous conseillons
d’utiliser les tests génetiques pour confirmées les caractéres génétiques. Le role essentiel de
Pseudomonas spp. fluorescents est de réduire l'incidence des maladies, elles possédent un
énorme potentiel d'amélioration des rendements des cultures, mais le succeés de leur exploration

reste limité au niveau des champs. Nous suggérons de faire des essais in vivo.
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Annexe

ANNEXE | : compositions des milieux de culture

1. Milieu LPGA

Extrait de levure
Bactopeptone
Glucose

Agar bactériologique

Eau distillée

3. Milieu King A :

Peptone
Glycérol

Chlorure de magnésium
Sulfate de Potassium

Agar (gélose)
Eau distillée

5. Milieu Hugh et Leifson

Bactopeptone
NacCl
KoHPO,

Bleu de promothymol

Glucose
Agar
Eau distillée

7. Milieu Gélatine

Bactopeptone
Extrait de levure
Gélatine

Eau distillée

9. Milieu PDA

Agar

Glucose
Pomme de terre
Eau distillée

209
20¢g
2009
1l

59
5¢
10g
18g

209
10mL
1,49
109
13,69

29

59

39

1% 3mL
109
39
1L

39
129
1L

2. Milieu King B:

Peptone
Glycérol
K;HPO,
MgSOZ
Agar

Eau distillée

4. Milieu LEVANE

Extrait de levure
Bactopeptone

NaCl

Saccharose

Agar bactériologique
Eau distillée

6. Milieu ARGININE

Bactopeptone

NacCl

K;HPO,

Agar bactériologique
Rouge de phénol
Solution 0.1%
Arginine

Eau distillée

8. Milieu EPN.

Peptone
Nitrate de potassium
Eau distillé

209
15 ml
1,59
1,5¢
209

209
15¢
1,59
1,59
159

5¢
0,39
39
10m1

10
1L

10g
0,1
1L
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