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Résumé

Au printemps 2015, nous avons préléve des éitloast de la rhizosphéme Pistacia
atlanticaet Zizyphus lotusle deux daya déférente daya de Laghouat et daygidde
Makhloof au nivaux de la wilaya de Laghouat &piieslement nous avons retenu 32
isolats dePseudomonafiuorescent

Les caractérisations morphologiques et les tasfshysiques et biochimiques obtenir 10
isolats dePseudomonaspp. fluorescentdar le clé de Jaque (1994) et la clé de
Boissis(1995) et par utilise les résultats desarggd API20NE nous avons peut identifie
certains isolats comme @&seudomonas fluorescerts différentes biovare.

Pour sélectionné des souches antagonistesdedomonaspp.fluorescents nous avons
lancé I'essai d antagonisme contre le champi@i@i. Dont la souche 3p a donné la
meilleur activité avec le taux de %8

Les résultats obtenus dans ce travailles sontprilires pour précise I'identification de
ces souches propose utilisation les tests gém&tiqu

Mot-cle : Pseudomonas fluorescentsiophysique , biochimiques, rhizosphére, idecwiiion.
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Summary:

In spring 2015, we sampled the rhizosphere ofriival website deferential to the wilaya
of Laghouat (Laghouat Sidi Makhloof) I'isolementagmand purification we are isolatede , 32
isolates were tied to isolas flourescent pseudosiona

the analysis and biophysical and biochemicateged 10 isolated from Pseodomas spp.
Flourescents. By the key Jaque (1994) and the kessB (1995) and THE FINDINGS uses
of tests we API20NE Class strain PseudomonasHpprescents in boivar .
For the tests are studying d antagonisme of soramstof Pseudomonas spp,.Flourescent
against the fungus FOA we launched the test d antagne. The test gives results deferent

depending on the strain.

The results obtained in this work are preliminmyconfirmed the phenotypic characters we
suggest to use genetic tests.
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Introduction générale
Le sol ont une vocation principale de productiomicade et sylvicole, assurant le
développement de la végétation naturelle et up@tipde la biodiversité. Le sol est aussi de

facteur biologique qui assure de nombreuses fame&gmvironnementales.

La microflore rizosphérique est natumaként constitues d 'une assemblage complexe
de microorganisme procaryote et eucaryote .Cesomnganismes jouent un role clé et
influence grand nombre de processus des diffégasystemes , d 'une maniére générale , le
processeurs de minéralisation est une voie imprtaar laquelle les microorganismes
vivant librement influencgant la disponibilité dégments nutritifs et donc la productivité , la
sante et la diversité soluble et insoluble et Bbéensuite des éléments minéraux disponibles

pour les plants (Amkraz, 2013).

Les Pseudomonas représentent une grandigofrade la communauté microbienne
partagent leur milieu avec des commensaux repi@septincipalement les genres Bacillus
et actinomycose . Il sont retrouvé sous lestdifites horizons, particulierement sur les

systemes racinaires des plantes .

Les Pseudomonasspp. fluorescentsforment un groupe diversifié de bactéries qui
peuvent généralement étre distinguées visuelleshentautres par leur aptitude a produire
un pigment jaune vert soluble dans I'eau (Palleeinal, 1973) qui sont les pyoverdines
produites dans des milieux pauvres en fer . Ce destbacilles a Gram négatifs typiques,
chimiohétérotrophes mobiles avec un flagelle pel&t sont regroupés au sein d'un méme
groupe d’homologie RNA | (Palleroet al, 1973). Le groupe inclus des espéces importantes
pour la biodégradation de divers composés (Johasah 1996 ; Heinariet al, 2000), la
production de métabolites utiles (Palleroni; 199Quelques espéces sont des agents
pathogenes des animaux et végétaux (Gasdaal; 1992 ), par contre d'autres peuvent
stimuler la croissance des plantes (Kloepgtesl 1980) et contrdler les maladies telluriques
(Weller ; 1988).

Les pseudomonas sont capable de colonise effitadeles systéme racinaires .Elles
influencent de maniére bénéfique la plante en séintsa croissance ( voie directe ) et / ou
en la protégeant contre les infections par destagstytopathogenes ( voies indirecte ). Ces
bactéries de la rhizosphere sont alors reprisgs Isderme PGPR (Rabhi ; 2012).
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Le terme PGPR (plant growth-promoting rhizctieria) désignant ces bactéries a été
introduit par (Kloepper et Schroth ;1978). Difféeremécanismes sont a I'origine des effets
PGPR des bactéries rhizosphériques.

Certaines bactéries PGPR sont utilisées ert tarinoculant pour améliorer le
développement des racines via la production deaioet phytohormones (Bloemberg et
Lugtenberg ; 2001), telles que des auxines dontidéa indole acétique (AIA), des
cytokinines et des gibbérellines (Vessey ; 2003).

Par ailleurs, de nombreuses bactéries smpahies d’améliorer la santé des plantes en
limitant la croissance saprophyte des microorgaessimphytopathogenes. Certaines sont

utilisées en agriculture comme agents de lutteobigque (Bloemberg et Lugtenberg, 2001).
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Objectifs du travail :
Notre travail consiste a :

e Dénombré le taux dePseudomonasspp, fluorescentes présente dans la
rhizosphére dePistacia atlanticaet Jujubier de deux régions de la wilaya de
Laghouat.

» Isoler et caractériser un population bactérienressPdeudomans fluorescentas
partir de la rhizosphére d une plants hBisiacia atlantica,Jujubier).

» Identification spécifiques de®seudomonas fluorecentes partir des teste
biochimiques et physiologique

» L étude l'activité antagoniste des souches Pseudasnoontre des champignon

phytopatogeneHusarium oxysporurhsp albedinis ).
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Donnes bibliographique

Partie | : Le sol et la rhizosphere

l.1. La biomasse vivante dans le sol :

Le sol se situe la biosphére a l'interface deth@déiphére et de |'atmosphere. Il est le
résultat de la dégradation de la matiere orgarpgoeenant de la surface et de la matiére
minérale ayant essentiellement pour origine laeocohere qui le supporte (Y ves, 1995).

Selon Davet, (1996) la matiére vivante, visiblenon a I'ceil nu, représente une

guantité pas toujours facile a réaliser (tableaul)

Tableau 1 :La biomasse de différentes matieres vivantes ldassl.

Les matieres vivantes La biomasse / hectare

Des bactéries 2,5 a 10 tonnes par hectare

Des champignons la 10 tonnes par hectare

Des algues 100 a 500 kg pro hectare

Des protozoaires 150 a 700kg par hectare

Des nématodes 150 a400 kg par hectare

Des acariens Environ 3 kg par hectare

Des collemboles Environ 2 kg par hectare

Des racines 2 a 12 tonnes par hectare (matiére séche)

Source :Davet, 1996

I.2. La rhizosphere

Selon Perrier (2004) et INRA(2009), la rhizosghést la région du sol directement
forme et influencée par les racines et les micganismes associés .Cette zone est réduite a
une ou deux dizaines de centimétres sous desgesl@mu des prairies, mais elle est parfois

beaucoup plus épaisse dans les forets des zonpértss.

L effet rhizosphére (Katznelseh al; 1962) est un processus dynamique résultant
d’interactions entre la plante hote, le sol, lexddions climatiques, les pratiques culturales et
les interactions au sein des communautés microbgernensembles de ces processus induit
des caractéristiques physico-chimique et biologqdiferents du sol non rhizospherique
(Garbaye, 1991)
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Figure 01 :La région de rhizosphére.

I.2.1. Les micro-organismes de la rhizosphére

Selon( Florence ,2006) et (Faugier ,2011), la spb@re est considéré est comme I'un
des environnements les plus complexes des biospleéra titre un réservoir majeur de la
diversité microbienne.

La richesse de la rhizosphére en suceminoacide , acides organiques , iso
flavonoides , régulateurs de croissance et en eem\lihérées par la plantes (Pierson et
Pierson , 2000) ,rend ce microenvironnement undit@e remarque activité biologique et
d'une richesse naturelle en vers de terre , nématguotozoaires, champignons, algues et
bactéries .Ces étres vivants , les microorganismgaeiculier, sont requis dans le processus
de la décompositions et recyclage des nutrimeants th rhizosphére de la plants (Germida
et al.1998). lIs jouent aussi un réle significatif ddrétat de la sante des plantes , certains
sont nuisibles , d"autre sont bénéfiques et certansembles avoir aucun effet.

I.2.2. Les bactéries de la rhizosphére

Dans la rhizospheére, les bactéries domsit les microorganismes le plus nombreux
(leur densité est de I'ordre de 109/g et de sble® plus varies. Elles sont fortement
stimulées par I'effet rhizospherique que les aatiyaetes, les champignons, les algues et les
protozoaires (Dommergues et Mangenot, 1970).

Ces bactéries ont des relations directe ou indiseatec la plante et selon leur relation, les

bactéries peuvent étres saprophyte, déléteresfidpées pour la dont les PGPR

1.2.3. Les besoins nutritifs pour les bactéries :

18



Toutes les bactéries ont d eau ,d une source t@manC) d oxygene , d hydrogene
(H) d'azote (N) , de soufre (S) et de phosphoreqg(p)sont les constituants des glucides ,
lipide, , protéines et des acides nucléiques (C))H et P sont des macroéléments ou
macronutriments ) ;des ions (k+ ,Na+,Ca+,Mg+,Fedet.d une source d’énergie (Resaitt
al ; 2000)
A. Limitation de fer

Bien qu’il soit le quatrieme élément laspabondant dans la croute terrest, le fer est
tres peu soluble en milieu aérobie et a PH phygigle et est de ce fait trés peu bio
disponible, la concentration de I'ions*Faccessible dans I'organisme humain durant une
infection est d'environ fOM. Cette concentration est bien trop basse posirniécro-
organismes qui exigent entre’16t 16 M de fer pour propose et se multiplier (Guerinot,
1994).
| .3. Interaction PGPR/plante :
1.3.1. Renforcement de la capacité défensive dadte :

D autre part, certaines souche de PGRIRegmt protéger les plantes d'une facon
indirecte par la stimulation de mécanismes de &é&fémductibles dans la plante, ce qui peut

rendre I'h6te beaucoup plus résistant a I'agnedsiare par des agents pathogenes.

Partie 1l : Généralité sur le Pseudomonasspp . flourescents
II.1. Genre Pseudomonas
[1.1.1. Historique

En raison de leur présence généralise ldeas et des graines de plantes telles que les
dicotylédones, les Pseudomonas ont été observadbau de |'histoire de microbiologie. Le
nom génériqgue Pseudomonas crée pour ces organiétge @fini en terme assez vague. En
1894 par Migula, comme un genre de bactéries a Gragatives. En forme de tige et
possédant des flagelles polaire. Peu de temps,dpse$seudomonas ont été isolées de
nombreuses niches et un grand nombre de noms désspeété initialement attribuee au

genre. Selon la deuxiéme édition du " Bergey s MhnfiSystematique Bacteriology, 1986"

[1.1.2. Les caracteres généraux
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Le genrePseudomonagst un grand groupe bactérien particulierement rtapd qui
appartient a la sous-clasgales protéobactéries et comprend plus d'une centB@speces
ubiquitaires (Bossist al; 2000 ; Palleronet Moore, 2004). Cependant, depuis la découverte
du genrePseudomona@Migula, 1894), beaucoup de noms d’especes luétintassignés. Le
nombre d’especes a subi de nombreuses variatiomsgalement dues a la description de

nouvelles especes et a divers changements deitéioéfdu genre (Figure2.)

p Proteobacteries
Comamonadaceae ¥ Protéobactéries

Leptothrix, Sphaerotilus

‘Burkholderia, Alcaligenes, Polynuclepbacter
Alcaligenes, Bordetella, Tay!oraﬂa
. Telluria, Zooglea™ N Chromonalobacter, Deleya,
Ralstonia Folmonen tiskpmio:
Photobacterium, Vibrio
Eikenella. Kingelia, Neisseria U :

Enterobacteracae

= Blastobacter, Cavlobacler,
‘"‘“‘ Rhizomonas, Sphingomonas

Methylobacterium
Alipia, Bradyrhizobium, Nitrobacter.
, Rhodopseudomonas
0 Protéobactéries Agrobactenium, Barfoneila,

Brucella, Phylobacterium

-

=

£ Protéobactéries

it Protéobactéries

Figure 02 Relations phylogénétiques entre les différentsupes des protéobactéries contenant les genres
bactériens actuellement ou anciennement (en gsastigs aux Pseudomonas (Bossial, 2000).

[1.1.3. Les caracteres métaboliques
Le genre pseudomonas est caractérisé par un métababxydatif non fermentatif,
utilisant I'oxygene accepteur final délectrons, ,eéme quelque souches utilisent la

dénitrification ( les nitrates sont parfois utiksseomme accepteur d électrons ce qui permet

une croissance en anaérobiose )(Palleroni,1984).

De nombreux isolats de. fluorescen®t P. utidaont été cites en exemple comme souches

capables de dégrader des molécules aromatiqueplnoins complexes.
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Ces bactéries contribuent donc, de facon sigtifieaa la réduction des nitrates et des
nitrites qui constituent des polluants des napbeéatiques (Latour et Lemanceau, 1997). En
raison de la richesse de leurs voies métaboliglles, sont souvent capables de résister a de
nombreux antiseptigues ou antibiotiques ce quiigupl leur présence de plus en plus
frequente en milieu hospitalier ou elles peuvemé &olées de I'environnement humide
(Euzeby, 2008).

11.2.Pseudomonas fluorescens :

Les PseudomonaBuorescens est une bactérie a gram négatif, sesblict  qui se
présenté sous forme de batonnet. Elle évolue a &iren et sa température optimale de
croissance est de 25 a 30 C° (Palleroni, 1984) mlespeut aussi se développer a une
température aussi basse que 4 c. La souchesdedomonas fluorescens forme pas de
spores ou d autre structure de survie et ne peus@aévelopper dans des conditions acides
(inferieur pH 4.5). Comme sa demande nutritionnelé modeste, elle peut survivre et se
multiplier pendant plusieurs mois dans des envieoments humides. La plupart des souches
sont des chimio- organotrophes strictement aéraidesssitant a la fois de I'oxygene et du
carbone organique pour leur croissance (Holt, 1994)

Ces especes présentent en effet un intgodéntiel pour Ienvironnement et
["agriculture, certains souches améliorent la camse et la sante des plantes, et contribuent
donc a réduire [ 'utilisation d'intrants de synthéseagriculture, d autre sont capables de
réduire les oxydes d azote et de dégrader les cemspmenobiotique (Bossisadt; 2000).

Ce groupe bactérien et nomme PGPR (Plant Grwth &mgiRhizobacteria),a cause
de ces propriétés prometteuses dans les actionsohirdle et stimulation de la croissance
végétales (Klopper et Schroth, 1978 ;Weller ,1978988).

11.2.1. Classification :

Le groupe d@seudomonas fluorescemst composé de bactéries qui, dans des
conditions de carence de fer, produisent des pitgrjanne-vert fleuorescendduit especes
différentes appartiennent a ce groupeseudomonas aeruginosaspece pathogéne de

I'lhomme p. syringaeg P.viridiflava, etP.cichorii, espece phytopathogenes et eRfin

Fleuriscens, Pputida, P.aureofaceinst P.chlororaphis qui rassemblent des

organismes saprophytes .la classificationsR¥gsidomonasst la suivante :
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Regne : Bcteria

Division: Proteobacteria

Classe : @mmaproteobacteria
Ordre: Beudomonadales
Famille: Beudomonadaceae
Genre:Pseudomonas

[1.2.2. Caractéristiques généraux

Les Pseudomonaspp.flourescsnts forment un groupe appartenant au genre
Pseudomonasensu stricto (groupe ARN isensu palleroni). Lesmiores de ce groupe se
caractérisent par |'aptitude a synthétiser en titiniade carence en fer des siderophores
présentant un groupe chromophore jaune-vert ,fioer@ sous rayonnement ultraviolet
(Palleroni,1984,1992).L étude des cytochromes ratpies permet ainsi de distinguer d une
part P, aeruginosaet les espéces saprophytes, qui possédent unehoytoe C oxydase
(Stanier et al ,1966 ),et d autre part la plupades especes phytopathogenes dépourvues de
cette enzyme (Lelliogt al, 1966 ; Sandst al,1967). La présence ou non de cette enzyme clé
est donc considérée comme un caractére taxinompeumettant de discriminer aisément les
especes fluorescentes étudiée. Généralementspexes oxydase-positive présentent un
meétabolisme plus varie que les espece oxydaseiwmeégalii sont toutes phytopathogene
(Misaghi et Grogan,1969 ; Palleroni,1984).

Les Pseudomonaspp. fluorescents stimuler la croissance et / ou daméliorer | état
sanitaire des plantes (LEMANCEAU, 1992).de plugésistance naturelle de certains sols a
diverses maladies d origine tellurique (Luedsal ,1989 ;Lemanceau et Alabouvette, 1993).
L aptitude de certains isolat sa dégrader des anbst Xenobiotique a également retenu

|"attention de différents chercheurs.

Pseudomonaspp .fluorescents ont la possibilité de dissimilazote (Gamble et al
,1977 ;Clays —Josserand et al , 1995) .Cette dissiom est plus ou mois compléte selon le
groupe taxinomique considéré (Matsubara et Zun®¥82) .Ces bactéries contribuent donc,
de facon significative, a la réduction des nitragesles nitrites qui constituent des polluant

des nappes phréatiques .

22



[1.2.3. La mobilité

Selon Wegeret al (1987)et scheet al(1988) ont remarque que la mobilité est
nécessaire a la colonisation de la rhizosphéreobservant des mutants @eflourescens
WCS374depurvus de flagelles ,qui sont devenus aldap de coloniser les racines de
pommes de terre et de soja respectivement .

[1.2.4. Voies respiratoires
A - Respiratoires sur oxygene

LesPseudomonas spp sont définis comme étant des microorganismesbaso
utilisant I'oxygene comme accepteur final d éleasr (Pallerno1984). Cette respiratoire sur
02 est celle qui présent le rendement énergétigyeuls important suite au potentiel redox
elevé de l'oxygene .Elle est caractérisée par aygschromes oxydases, transporteurs
d électrons terminaux qui réagissent directememtc dvoxygene .LedPseudomonaspp
fluorescents saprophytes possedent tous un cyimehroxydase c présentant un pic
d absorption caractéristique a 552/554 nm. Cetiyrae est mise en évidence par |’ oxalate
de N,N-dimethyl-paraphenylene diainine (Lell&ital .,1966 Stanieet al ., 1966).

B. Respiration sur nitrate et dénitrification dissmulatrice

Lorsque I'oxygene n'est plus disponible en quarsitifisante, certains espéces de
Pseudomonaspp .fluorescents font appel aux oxydes d azoteeHaction des nitrates se
NO[I™+2 e+2H —NO: "+H. O fait a l'intérieur de la cellule au niveau dent@mbrane
interne grace a la nitrate réductase .elle estrgiament inhibée en aérobiose, (Tiedje ,1988)
.La réduction de NO™; NO et N O. Est sous le contréle de réductases plus ou niéas
a la membrane plasmique et elle s exprime cote-gi@smique (Knowles ,1982). La
respiration sur nitrates et la dénitrification g@etent un rendement énergétique plus faible

gue la respiration su oxygene.
[1.2.5 Caractéres phénotypiques :

Comprennent les tests tel que :la forheetype de flagelle ,I"utilisation des sources de
carbones tel que :les acides organique ,les poligsdsacide amide ,la capacité de croissance
dans des conditions de culture variables ,la sgnti@&xo-enzymes et la production
d antibiotiques (Palleroni, 1984
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I1.3. Les Pseudomonaspp. fluorescents agent de la stimulation :

Certain souches de Pseudomonas possedegerie de I'ACC desaminase (1-
aminocyclopropanel-carboxylate) qui implique daamélioration de la croissance de plante
héte (Lemanceau ,1998). Cette enzyme peut cliverdeurseur de | éthylene I'ACC et donc
ainsi réduire le taux d éthylene dans la planteétiylene est une phytohormone qui inhibe la

croissance racinaire.
11.3.1.La stimulation de croissance

Des nombreux travaux font état d'une dttan de la croissance des plants et du
rendement des cultures apres bacterisation .Cdestnt été realisées avec des plantes hotes
et des conditions expérimentales variées .l appatairement que |'augmentation de
rendement, observé en conditions normales de ptiody est toujours inferieur a
FTaugmentation de croissance des plants cultivéesomditions controlées. (Lemanceau
,1998).

[1.3.2.Stimulation de germination

Certains souche bactériennes, appartenant en tapgalr en groupe deseudomonas
spp.fluorescents semblent améliorer la germination des grains lastgs conditions
d’environnent sont défavorable .Ont montre quaw de germination de graines dsza,
semées dans un sol froid et battant ,pouvait &geifisativement augmente grace a

I"inoculation par certaines souche bactériennBsgdt et Gardan . 1987).

[1.3.3.Dénitrification

La dénitrification est un processus wien dans lequel les oxydes d'azote sont
utilises comme accepteurs finaux d'électrons, dauproduction d'énergie en absence
d’oxygéne .la dénitrification est compose de quiaeetions par les quelles les nitrates sont
réduits en dit nitrogéne (N2). Par des métallo-yares comme le nitrate réductase, nitrite

réductase, oxyde nitrique réductase, et I'oxydeutréductase (Lemanceau ,1998).
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[1.4.L effet de Pseudomonas flourescents
[1.4.1.Effet directe :
A. La compétition :

Le premier type d’interaction ms en jeu efgsemicro-organismes est le phénomene de
compétition aussi bien pour les especes que lese@ls nutritifs. La comptions trophique
exercé essentiellement pour les exsudats racinetingsur le fer. En effet, ce dernier élément
bien qui abondant dans le sol, sy trouve esséatieht sous forme oxydé (Fg3non
assimilable par les micro — organisme telluriqueg@fpetet al,1990).

B. La production des substances inhibitrices de laroissance des pathogénes

Les Peudomonas flourescentproduisent un grand nombre de métabolique

secondaires qui jouer un réle dans |'effet anteggoai

La production d acide cyahygrique (HG} nécessaire a la protection de la plante
vis a- vis de I'agent de la pourriture noire duatall.es soucheBseudomonas flourescents
produits des antibiotiques et jouent un réle imguort dans [linhibition dagent

phytopathogenes telle que le 2,4-diacetylphloragh.
11.4.2.Effet indirecte :

Il existe des interaction entre les Pseudomonade®tcellules racinaires ,qui
permettent d augmenter la résistance de cellea faifection par des micro-organisme .La
réduction du manganése par IBssudomonas flourescengourrait jouer un role cette
réduction augmenterait la quantit¢ de manganegeomitsle pour la plante ( Digagt
al ;1990).

Ce mode d action des PGPR antagonistesxpique par I'induction de la résistance
naturelle des plantes contre les maladies .Cettieiction peut se fait par différents

mécanisme :

A- Linoculation par les bactéries antasigte peut induire des modifications
morphologiques chez la plante la rendant ainsi msénsible a I'attaque de pathogéne.
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B- L'inoculation par les antagonismestgaduire la synthése de molécules dans les
tissus interne des plantes ce qui leur confér aartaine immunité contre les agents

pathogénes (Rezzonieval .2005).
Partie Ill: Généralité su la plante héte
1 -Pistachier .

1.1- Définition :

La pistachier est originaire d"Asie Centrale .Pnésa Turquie depuis 7000 ans avant
J.C.Il a été introduit en ltalie des le premieckieavant J .C .Et par la suit , sa culture s est

et étendue aux autres pays méditerranéens &1&&en 1854 (Moghtader, 2010).

(Source : original, 2015)

Figure 03 : la plante pistacia atlantica
1.2- Taxonomie

La classification admise actuellemenst erapportee par JUDDet al
(2002),LIEUTAGHI (2004) et Yaagobi et al .(2009)Benabdallah F Z ,(2012).

Regne : Plantae

Class : Magnoliopsida
Ordre : Sapindales
Famille : Anacardiaceae
Genre : Pistacia

Une étude monographique du pistachier a été réapisgé Zohary(1954), Khelil et

Kellal (1980) montrant que le gerpestaciacomprend 11 espéces a savoir :
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Pistacia atlantica Desf. Ou pistachier de I'Atlas.

Pistacia lentiscusLOu lentisque : fruit aigrelets comestibles.
Pistacia terebinthu&. ou therebinthe : fruit aigrelets comestibles.
Pistacia afghanistania P.chinensis, P.mexicana.

Pistacia veraou pistachier cultive.

Le pistachier de I'atlas peut étre classe en 4-smmeces ,a savairuticg calibula
qui Se trouve au Pakistan, Afghanistan étau sud dan|kurdica aui se repartit dans la
régionde Zagros (ouste de I'lran), au sud de la TurgereSyrie et en palastine et enfin
atlantica native du maghreb(Belhad¢t al, 2008 et Yaagobet al;2009).ces sous-espece
présentent la méme formule chromosomique de 2ng@affariet al ;2003).

1.3-Présentation de I'espéce :

Pistacia atantica est une espéce arborée, apggldstoum , Botma , Betouma ,
Btouma ou Boutmaia en arabe locallebtem, lebtom, betum ou btorau Maroc
(Bellakhdar,1997) et lggh,Eger,Iguer,Egeglou  Tisemlal en berbere local
(Blanguernon,1955; Quezel et Meédial (2Q03)ggou ijjen berbere au Maroc
Bellakhdar,(1997).

D apres Quezel et Medail, (2003) cette esgdst commune a la région meéditerranéenne
Et a la région irano-touranienne par contre Morga{i®80) et Ozenda (1983),la décrivirent
comme endémique de |'Afrigue du Nord. L arbre eadsle au fréne, il peut supporter des
vents violents et des sols trés pauvres et de npgéariodes de sécheresse. A I'état adulte, la
silhouette du Batoum est impressionnante, il pr&san port massif et un feuillage dense
(Monjauze, 1980Ristacia atlantica varie beaucoup phénotypiquement selon ['aridit® de
sites (Danine ,1983).Ce bel arbre est caractédseipe trés longue longeévité (Zohry, 1987).
Selon (Monjauze 1968), les individus de 2.5m dectiférence ont un age voisin de 200ans
et les plus vieux pieds connus atteignent envif@® &ns. Durant nos prospections , nous
avons pu observer des individus aux dimensions sap@es (circonférence >5m etl5m)
dans la région de Tilemt , Messaad et Ain oussdoamt on peut penser qui'il atteignent des
ages bien supérieur a 300 ans Belhadj.(2001 ;2002)

1.4- Systématique
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La classification acquise actuellement est ragpper (Bouderbala .2012) :(voir la
classification précédente ).

1.5- Principaux caractéres morphologiques

Le pistachier de I'atlas est une espegiaie, ligneuse et spontanée pouvant atteindre
10 a 20 metres de haut, a tronc bien individuatss frondaison hémisphérique.

1.5.1Les feuilles

Les feuilles sont compose, alternée, pesnkes folioles sont en nombre impair et
ovales lancéolées, glabres et avec un rachis finerage (lagha, 1993et Baba aissa,
2011).Elles sont caduque (Alyafi,1979,Seignue,188®Belhadj, 2001) en période ou les
températures sont les basses.

1.5.2Les fleurs

Les fleurs sont apicales, de couleum@me arrangées en panicule, avec un court
pédicelle, les fleurs males terminales tandis cege femelles sont groupées en grappes
axillaires (Monjouze, 1890 et Belhadj, 2007).

Les fleurs males et les fleurs femellast sur des pieds différents (Qzenda, 1983).La

pollinisation est cependant anémophile (Alyafi, 297
1.5.3.Les fruits

Le fruit selon Ozenda, 1977 et Alyafi, 1979 est wnepe monosperme mesurant 6
a8mm de long et 5 a 6 mm de largueur, de coulawgedétre. Il atteint sa maturité a partir du
mois de septembre.




(Source : original, 2015)

Figure 04 : Les fruits depistacia atlantica

1.5.4-Les racines

Le pistachier de I"atlas est une espece xéropdolgt, les racines peuvent aller jusque’
a 5a6m de profondeur. Le systeme racinaire présanfavot important (Belhart Etrekkeb,
2004).

L étude des adaptations de son systénieaiee en réponse aux variations texturales
de son sol sous-jacent au niveau des individus adg@dpulation d El-Guerssa(réserve
nationale d’| mergueb ) a permis de déduire qyeuee pistachier émet un pivot séminal
orthogeotrope d'ou émanent beaucoup de ramificatsmtondaires .Avec |'age ,ce pivot
disparait et laissé les racines secondaires s isrganselon la texture du sol .Si celui-ci est
sableux ,donc potentiellement moins humide et moamspact , quelques racines s enfoncent
vers des profondeurs plus humides et d autresaradient en surface pour exploiter les
opportunités hydrominérales .S’il est limoneux, d@otentiellement plus humide et plus
compact, ces racines tendent a développer un réeeaontal peu profond. Avec I'age, chez
les plus vieux adultes, méme en sol limoneux peuseenfoncer des racines des racines
puissants vers les profondeurs a la recherche dditénet d ancrage (Belhart et rekkeb
,2004).

1.6- Aire de répétition géographique déistacia atlanticadesf.
1.6.1Répartition dans le monde

P.atlantica espéce  héliophiles rencontre du bassin médi®era jusqu a
I'Afghanistan et le Pakistan (Jafet elgadi, 1978 ; Alyafi, 1979 ; Zohary, 1996) in
boudebalaR(2012).

Largement repartie au sud de la méditée et au moyen orierjstacia atlantica

est présent dans la partie sud de la Gréce, tee pauest et sud de la Turquie. Il est signale
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également en Palestine, Jordanie .Syrie, TunisihielL Et Egypt. (Alyafi, 1979) in
BouderbalaR(2012).

Le pistachier de 'atlas est associesdanproche orient uercus ithabuensign
Afrique du nord a Zizyphus lotus (Seigue, 198%).est une essence ubiquiste du nord de
I'Afrique (Monjauze, 1980), Pistscetlanticaest répandue depuis les iles canaries a | ouest
jusqu aux Palmyre vers |'est, il se trouve au Mamocompagnie de I'arganier ; de méme en

Algérie ,il peut accompagner le Thyade Barbarie
1.6.2 En Algérie

L aire dePistacia atlantica DesfAu Maghreb et plus particulierement en Algériété&
décrite par Monjauze(1968), en montrant que la itlerte Pistacia augmente du nord au
versant sud de l'atlas tellien, s'étend de Mitidjax régions arides (Dayas) ou, on le
rencontre a |'état de pieds isoles formant des Ipmgnts clairs, particulierement dans la

région des dayas entre Djelfa et Tilremt en pagsantaghouat (Monjauze, 1968).

IV.2.- Zizyphus lotugujubier )
2.1- Description botanique duZizyphus lotus
Le Zizyphus lotugjujubier ) est un arbuste fruitier, épineux appartenant faraille

des Rhamnacées (Rsaissi et Bouchache, 2002). Coenmenbh appelé en Afrique du Nord

"Sedrd (Borgi et al;2007(a)). Il forme des touffes de quelques metesliametres
pouvant atteindre 2m de haut.
Ses feuilles sont courtement pétiolées, glabrekjquees alternées et ovales a marges
entiéres. Chaque feuille porte a sa base deuXesipnansformées en épine inégale et
vulnérable. Les fleurs sont jaunes, pentametrgsoefpées en inflorescence cymeuses. Les
fruits sont des drupes a noyaux soudés, I'endocanpliagineux appeléNbed'(Figure05)
(Rsaissi et Bouchache, 2002).
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Figure 05.Les différentes parties dlizyphus lotugRsaissi et Bouchache, 2002).

2.2- Classification botanique
EmbranchementSpermatophytes.

Sous embranchemenfngiospermes

Sous classeDicotylédone

Ordre :Celastrales

Famille :Rhamnacées

Genre Zizyphus

Espece Zizyphus lotus L(Quezel et Santa, 1962).

(Source : original, 2015).

Figure 06 : la plante de&Zizyphus lotus.

2.3- Répartition géographique
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2.3.1Dans le monde

Le genreZizyphugenferme environ 50 especes des régions tropiealasbtropicales

des deux hémisphéres. L'une entre ellésyphus lotusest spontanée dans le sud d’Espagne,
et du Portugal, en Sicile, en Gréce (Bross ,2008)le rencontre aussi dans les steppes.
Désertiques d’Afrique du Nord et Asie Mineure (Bai Dillemann, 1960).

2.3.2 En Algérie

Le Zizyphus lotugst répandu dans toute I'Algérie sauf le Tell Aigéonstantinois
(Quezel et Santa, 1962).

II]IIAire deZizyphus lotud..

Figure 07 : Aire de répartition diizyphus lotus Len Algérie (Quezel et Santa, 1962).

2.4- Activités biologiques et thérapeutiques ddizyphus lotus
Les différentes espéces dizyphussont largement utilisées dans le traitement de

certaines maladies comme : les troubles digestiadajblesse, les affections du foie,
I'obésité, les troubles urinaires, le diabete jitdsctions cutanées, la fiévre, la diarrhée et
linsomnie (Abu-Zargeet al;1995,Abdel-Zaheet al; 2005 ; Suksamraret al; 2005). Les
recherches actuelles sur les différentes actiyitégrmacologiques déizyphus lotusont
ressorti plusieurs effets de grande importance [@oorédecine moderne. Parmi ces effets on
souligne les plus importants :
2.4.1 Activités anti-inflammatoires et analgésique

Les flavonoides et les saponines de l@zales racines ddizyphus lotunt montré
une Activité anti-inflammatoire significative (Bargt Chouchane, 2006).

Le Zizyphus lotugnhibe la production de monoxyde d’azote (NO),eetttivité apparait
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Potentiellement avec I'extrait méthanolique dedi®e des racines qui est la source possible
De l'agent anti-inflammatoire dans la réaction teypersensibilité retardée induite par
oxazolone (Borgi et al ; 2008).

Les feuilles dZizyphus lotupossedent des effets analgésiques attribués adatenu
en principes actifs ; les flavonoides et les sapsmi(Borgiet al; 2007 (a). Borgiet al;
2008).
Toutes ces activités confirment 'usage traditidrdeecette plante dans certaines
maladies inflammatoires et douloureuses (Betgil ; 2007(a).
2.4.2 Activités anti-fongiques et anti-mollusques

Les difféerents extraits (éthéré, chloroforng@gextrait d’acétate d’éthyle et méthanolique)

de Zizyphus lotusse sont avérés trés actifs vitro vis-a-vis de neufs souches des
champignons pathogenes et des mollusgBabnus truncatus(hétes intermédiaires et
vecteurs de la transmission de la bilharziose) Iilaét al; 2002)
2.4.3 Activités anti-ulcérogéniques

Le Zizyphus lotugles feuilles, I'écorce des racines) possede unmitante activité
anti-ulcérogéniques attribuée a la présence desstat des flavonoides connus par leur
effets gastroprotecteur (Borei al ;2007(b)).
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Matériel et méthodes

1. Prélévement des échantillons

Les isolements bactériens de ce travaille ontfé@€taé en printemps 2015 a partir de
la partie sol rhizospherique des Pistach{itistacia atlantica) et deZizyphus lotug
Jujubier) prélevé a partir deux site déférente (Dayaatghouat et daya de sidi Makhloof
) dans la wilaya de Laghouat.

Apres [I'élimination de quelques centimetredalsurface de sol, nous avons préleve
une profondeur de 15 a 20 cm des échantillonodengzospherique de déférentes plantes,
puis nous avons formé des échantillons de 400g.

Les échantillons prélevés ont été mis dans ales en plastique stérile portant la date,
le nom de région et un code pour chacun d édlmardi .Puis ont été transportés au
laboratoire pour subir les analyse.

2. Méthode d’isolement

L isolement des bactéries appartenant aux Gétseudomonas rhizospherique a été
effectué par la méthode des suspensions-dilufiiifEment etal ; 1990). Dans de tube a
essai contenant 9 ml d eau distillé stérile, nauma ajouté une quantité représentative 1g

de sol de chaque échantillon pour préparé laisoluére.

Apres | agitation par le vortex, nous avons prélem(1l) ml de solution mére pour
chaque échantillon et mis dans des tubes cont®maintl eau distille stérile. Les opérations
d'isolement ont été effectuées avec les dilutidlastade 10t a 10°.

Nous avons étalé a I'aide de pipette de Pasteum0de chaque dilution sur deux
milieux de culture, un milieu sélectif King B (Kirgtal ; 1954) et un milieu général LPGA
(Smidi, 1982). En réalisant deux répétitions pdwaquie dilution.

L ensemble des boites a été incube a une tenpéide 28+ 2 °C pendant 24h a 48h.

3. Dénombrement des bactéries

Pour estimer le nombre des bactéries viables sudéex milieux en Unité Formant
Colonie (UFC), nous avons effectué le comptage assnies bactériennes a l'aide de
I"appareil compteur des colonies apres 24h et diBloubation(Klement el ; 1990). Seules
les boites ayant 30 a 300 colonies sont retenums. |B calcule nous avons utilise la formule

suivante
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UFC = Nx10x10 (cellule.mr)

N : La moyenne entre le nombre de colonies danbdées de la méme dilution
n : le nombre de dilution.

4. Méthode de purification

Apres 48h d’incubation en se basant pour le che colonies bactériennes sur les
déférents critéres macro -morphologiques recontesPseudomonaspp. fluorescentes, en
plus de ces critéres nous avons recherché desieslituorescentes sur le milieu KB.

Pour la purification des colonies, nous avoneatffe des opérations de repiquages
successives (05 fois) jusqu a obtention des @sdtbactériennes pures.

5. Conservation des isolats bactériens

Apres | obtention des isolats bactéripoge et pour la conservation de ces isolats
nous les avons repiqués dans des tubes contenaiitdu KB additionné de glycérol et nous

les avons mis au réfrigérateur a 4+2 °C pour téiser ultérieurement.
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Figure 08: Isolement et purification des bactéries.

36

(source : originale, 2015).




Fluorescence+

Arg- et oxy+

~N

[ Denitrification + } Denitrification -

Levan + levan - Levan + Levan -

7\

Croissanc

L.Tartrat Xylose- Gel+
Xylose+
L.Tertrate+ e- Alanine
J Olanina +
. 4
Sorbito Tepas Tepase
e- +
&
flour P.flour p-flou p-auro p.flour
.chloro p. P
p-flou p chlor
r bv .II Bv.III bv,I bv.V

Figure 9:Clé dichotomique (A) propose par J&t@@4) pour identification des souches apparteespéces
P.flourscents

37



Fluorescence+

Arg- et oxy+

\
Gelatine + Gelatine- }
g
e Trehalose Trehalose
B + -

Tr

S\

Lev- Lev- Lev

Den Den- Den

g

v
p-flour p.flou p.ch p.flour p.flour p.flour p.auro p-flou p.flour 1/3.ﬂour P.put
bv .IV r lo by I by III by V bv,II v.v Bv.B

Figurel0:Clé dichotomique (B) propose par b@$98@5) pour identification des souches
appartenant espéeces P.flourscents

38



6. Identification des isolats

Pour lidentification des isolats bactériens naosis somme basé sur la production

du pigment fluorescent et les testes biochimicuigshysiologiques.

6.1. La production du pigment fluorescent

La production du pigment fluorescent $errmilieu KB est I'un des criteres
d’identification dePseudomonaspp. fluorescentes, apres une période d'incubdeo?4h a
96 heures a une température de 28+2C°, a | 'aeihaus avons recherchée la production du

pigment fluorescent.
6.2.Tests biochimique et physiologiques

Les tests biochimiques et physiologiques préseme méthode utilisée pour
identifier des bactéries isolées et connaitre diéferente caractéeres deseudomanspp

fluorescentes.
6.2.1Test de Gram

Le test de Gram a été effectué par dests, le test de différentiation KOH et la

coloration de Gram.
A. Test de KOH

Le test KOH nous a aidé a différenaiée les deux type de Gram, les bactéries a
Gram positif et les bactéries a Gram négatif. Reftectuer ce test nous avons mis la
colonie bactérienne sur une lame en contact agdeox ou trois goutte d hydroxyde de
potassium (KOH) a% , en effectuant un mouvement circulaire pae anse de platine.
Aprés 30 s la solution de KOH dévient visqueusa (daction positive) indique que la
bactérie est un Gram négatif si la solution de K@ddevient pas visqueuse (réaction

négative) indique que la bactéries est un Grantiposi
B. Coloration de Gram

La coloration de Gram est une méthode de étudistriecture des bactéries. Les
résultats du test de coloration de Gram lies gdasigurs facteurs: la structure et la

perméabilité de la paroi bactérienne.
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Pour la préparation d'un frottis, nous avons peelet étalé une couche mince de
bactérie pure sur une lame contienne une gdugteu distillée stérild?our fixe ce frottis

nous avons fait plusieurs passage sur la veilldudgec Benzene.

En suit, nous avons ajouté le Violet de Getiat laissée agir une minute ; puis
rince a I'eau distillée stérile. Aprés nous avoers® sur la lame des goutte de Lugol et laisse
agir une minute ,aprés un ringcage nous avonimécla lame et laisse tombe goutte a
goutte I"éthanol pure jusque I'apparition d'un éilsire. Pour stopper |'opération, un lavage
abondant a I'eau distillée est effectue, une loeation par la Fuschine est réalisé pendant

une minute, a la fin nous avons rince par | eatilld stérile.

apres le séchage des frottis, observahicroscopique par microscope optique est

effectue sous un objectif de grossissement : 10«1L@6. En utilisation I'huile & émersion

Le changement de couleur des cellodetériennes est la clé de la consultation de
la coloration de Gram, donc les germes qui ont priscouleur violette sont des Gram

positive (+).Les autre germes qui ont pris un eouflose sont des Gram négatifs.

[ Préparation de frottis ]

Rincage
par E.D.S

\ 4

Coloration par
le violet de

Gentaine Rincage
Verse des par
outtes de E.D.S i
Etapel g Rincage

par lugol par E.D.S

Décolouratio
n par I'alcool

recolouratio
n par la
fuchine

L observation

microscopique

Etape 4

Etape5
(Source : original :2015)

Figurell : Le protocole de coloration de Gram
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6.2.2Test de LOPAT

Le test de LOPAT, c'est I'ensemble de testss{ evane , test oxydase , test
pectinase ,test arginine et test d’hypersdisilsur le tabac ) utilisé pour étudié la
pathogenese des isolas bactéries , malheureuseimesn avons pas effectué le teste de
I'hypersensibilité sur le tabac et le test arginenété réalise sur les plaque API20NE .

A. Test oxydase

Le teste oxydase permet de mettre en évidengee&ence de I'enzyme Cytochrome
C oxydase, par une pipette de Pasteur stérile anouss prélevé une colonie bactérienne et

tracé un trait sur ce disque oxydase.

Apres quelques secondes nous avonarger®d | “apparition d 'une couleur bleu ¢ est
la réaction positive(+), et I'absence de coloratindique de réaction négative (Schaadl,
2001).

B. Test Pectinase

Le test pectinase est un test utilisé urpévaluer la capacité de dégrader la

pectine par des isolats bactéries.

Apres la désinfection des tuberculedmme de terre par I'éthanol pure puis |'eau
de javel 3%, suive par 3 rincages successive a Hesillée stérile, nous les avons coupé en
tranches de 7mm de hauteur et placé chacun tratate un boite de Pétri sur du papier

Buvard stérile imbibé d eau distillée.

La suspension bactérienne a été pgéparune concentration supérieure allo
UFC/ml, en mettant de des colonies bactériennenejeigée de 24 h dans de l'eau

physiologique stérile.

Nous avons realisé un petit creux au centser@d@ches et le rempli avec un volume
de 0.1 ml de suspension bactérienne de isol&t ¢gstdéja préparé .I'incubation des boites a

été effectué & une température de 28+ 2°C perddeatl4 jours.

La présence d'une couleur marron susuldace des tranches accompagné d'une
odeur c’est la réaction positive(+) (la dégradatam pectine), pour la réaction négative

aucun changement est observé sur le tranche deeal® terre (pas dégradation de pectine).
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C. Production de levane sucrase

Pour vérifier la polymerisation dwdtose en poly-fructose par les isolats, nous

avons lancé le teste de levane sucrase comme suit :

Dans une boite de Pétrie contenantilieu levane (annexe).Nous avons ensemencé
les isolats jeunes par I'anse de platine en fatenstrie. L incubation des boite a été faite a
28 £2 C° pendant 24h.

Pour la réaction positive une spragtiellement saillante est observe en vue dessus,
ainsi que la présence d'une zone opague et luisantearge de la strie en vue du dessous

.Par contre la réaction négative s exprime parstime prostrée et non luisante (lelliot ,1987).
7. Galerie API 20 NE

Le but d utilisation des plaques Galerie ZBINE est 'identification des bactéries
a Gram négatif, de forme, bacilles, non enterob@ste comme : Pseudomonas,

Acinetobacter.

La galerie APl 20 NE est un systeme standardisgrabmant 8 tests conventionnels
et 12 tests d assimilation .les réactions produétedant la période d'incubation se traduisent
par des virages de couleur spontanée ou révetdsagdition de réactifs. Pour I'inoculation

des galeries nous avons suive les institution@bdrdant (Bio Mérieux).
7.1. Préparation de l'inoculum

Pour lancer l'inoculations des plaque API I2B nous avons préparé deux

suspensions bactériennes.

La suspension bactérienne (A) a gigépare comme suit, nous avons prélevé des
colonies bactérienne jeune et les homogénéisé ¢ 2venl d eau physiologique stérile a
(0.90%).

Pour préparer la suspension baciéee(B), nous avons mis 200ul de la

suspension bactérienne (A) dans I'ampoule du miigX.
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7.2. Inoculation de galerie :

Avec la suspension bactérienne (A) nous avempli tous les micr-tubes ( de test
NO[],test TRP, test GLUkest ADH test URE, test ESC , test GEL, et test PNPG ) ,pour les

test GLU, ADH , URE , nous avons crée une anaérobiose en rempliesaopule par

I"huile paraffine.

Les micr- tubes et les cupules d@ssst GLU jusqu’a PAC nous les avons rempli
par la suspension bactérienne (B).L incubationplagues est effectué a la température 28
+2°C.

Apres incubation de 24 h a 48h,snawons procedé la lecture des résultats, en se
réferent au tableau 2 .Pour les deux tests NOBR®, nous avons ajouté les réactifs
correspondant pour chacun test, qui sont resgaotnt (NIT1, NIT2,et Zn) et réactif de

James.
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TESTS | COMPOSANTS REACTIONS/ENZYME RESULTATS
ACTIFS QIE |8 NEGATIF | POSITIF
(mg/e
up)
NO; Potassium nitrate 0.136 | Réduction des nitrates en NIT 1+ NIT 2/ 5 min
nitrites Incolore  / Rose-roug
Réduction des nitrates en azote 7Zn/ Smin
Rose incolore
TRP L-tryptophane 0.2 | Formation d’indole TRP/3-5mn
Incolore /Goutte rouge
GLU D-glucose 1.92 Fermentation Bleuavert | Jaune
ADH L-arginine 1.92 | Arginine dihydrolase Jaune Orange/ro
se/
rouge
URE urée 0.76 Uréase Jaune Orange/ro
se/
rouge
ESC Esculine 0.56 Gris/marro
Citrate de fer 0.072 Hydrolyse Jaune n/
noir
GEL Gélatine 0.6 Pas de
(origine bovine) Hydrolyse diffusion du | Diffusion
pigment du
pigment
noir
PNPG | 4-nitrophényl$ 0.22 B-galactosidase Incolore Jaune
IGLU| | Glucose 1.56
IARA| | Arabinose 1.4
MNE| | Mannose 1.4
MAN| | Mannitol 1.36
INAG| | N-acétylglucosamine | 1.28 .
IMAL| | Maltose 14 Assimilation Transparence
IGNT| | Gluconate 1.84 Trouble
|CAP| Caprate 0.78
|ADI| Adipate 112
IMLT| | Malate 1.56
CIT] Citate 2.28
PAC| | Phényl-acétate 0.8
0X (voir notice du test - Cytochrome oxydase Incolore Violet
oxydase)

8. Essai d antagonismén vitro

Tableau 2 : Tableau de lecture (API20NE) (bio Mérieux).
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Pour tester [activité antagonisme de 6 sal@us avons realisé une confrontation
avec un champignon phytopatogene Faisarium oxysporunt.sp albedeinis ;isolé et

identifie au niveau de laboratoire de universitd.dghouat

Ce test d'antagonisme effectué sur deux miliefigrdnte : KB et PDA (annexe),
dans chacun boite de Pétri nous avons placéisdiess bactériennes a 1 cm de I'extrémité
de la boite, apres 24 h dincubation a 28C°, nausns mis un disque de 4mm du

champignon au centre de la boite (Figurel12).

Dans d’autre boite contenant le milieu KB et PDAIs@vons placé le disque de
chacun champignons seule comme témoins. Toutdsless préparées sont incubé a 25 +2
°C.

La comparaison entre la croissande champignon en présence des bactéries
avec la croissance du champignon sur les boi@soihs aprés 5 jours d'incubations,

permit de distingue les zones d’inhibition.

Le taux dinhibitionl (%) de la croissance mycélienne du pathogéne a éla&sy

selon da formule suivante (Hamowtial,,1996) :
%) = (1-DPA/DT)*100.
DT : croissance radiale de témoin.

DPA : croissance mycelienne radiale du pathogenerésence de bactéries.

Spot
bactérienne B

Apre 24h

>

Spot bactérienne
A

Disque du FOA }

Figure 12 :La méthode d antagonisnevitro.
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1. Les résultats

1.1. Dénombrement bactériens

Le comptage des colonies bactériennes sur les ddlieux KB et LPGA a été
réalisé aprés 24 a 48 d'incubation. Nous avaliségi la formule de (Klemeet al ; 1990),
pour calcule le taux d€seudomonaspp .fluorescentes présent dans nos échantillons

rhizospherique.

Dans le premiére site, (daya Laghouat) le tauprésence des Rseudomonas
spp. fluorescentes dans la rhizosphergidéacia atlanticaest de 7%o, alors qu’il dans la
rhizosphere d&izuphus lotusjgjubier) estde 5%%. Toute fois il est respectivement d&/&5

et 33%6dans le deuxieme site (daya sidi Makhloof).

Taux de Pseudomonas fluorescentes

80%

70%

60%

50%

M Jujubier

40%
= Pi . .

30% Pistacia atlantica
20%

10%

0%

site 1 site2

Site 1 : daya Laghouat Siteaya sidi Makhloof

(Source : originale, 2015).

Figurel3: Le taux de®seudomonaspp. fluorescentes.
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1. 2. Caractérisation morphologique dePseudomonaspp. fluorescentes

Aprés 24h a 48h d'incubations sur le milieu KB.BGA nous avons remarque la
présence des plusieurs colonies bactériennes, wdoms avons retenu 32 isolats de
Pseudomonaspp. fluorescentes est basé essentiellementafigervations a I'ceil nu de
fluorescence sur le milieu KB et selon les camastiques morphologique (petite taille,

rondes brillants, bombe avec un surface lisse).

(Source : Auteur 2015)

Figurel4 : culture pure des isolats.
1.3. Test de Gram
1.3.1. Test de KOH

Le principe de test KOH c’est la formation dfil visqueux ,apres | applications
de ce test pour les 32 isolats, nous avons obdarpéésence de fil visqueux pour 15 isolats
(réactions positifs) donc ces isolas sont des Gragatifs, alors que les 17 autres isolats
ont des réactions négatifs ils n'ont pas forre fil visqueux donc sont des Gram

positifs(Figure 15).

La formation d un fil
visqueu:

(Source : Auteur2015).

Figure 15: les résultats du test KOH pour les isolats a Gnagatif.
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1.3.2 La coloration de Gram

Apres |'applications du protocole de la colonatale Gram pour touts les isolats
retenus apres le test de KOH. Nous avons confiopé les 15 isolats testées sont des

bacilles a Gram négative (Figure 16).
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(Source : Auteur 2015).

Figure 16 : Les isolats Gram négatif sous microscope opt{@LOX100x1.5).
1. 4. Test de LOPAT
Le teste de LOPAT permettent de distinguer kgseees non pathogenes et des
especes phytopathogenesReudomonaspp. fluorescentes (Semal,1989).

1.4.1.Test d oxydase

Le test d oxydation est basé sur la productionne& enzyme cytochrome C oxydase

intracellulaire en présence d oxygéne atmosphérique

Aprés |'application de ce test sur les isoldiactériens, nous avons remarqué

["apparition d'une couleur bleu violéte sur Isgiie pour tous 15 isolats (Tableau 4).

1.4.2. Production de levane sucrase

Nous avons fait la lecture des résultats duléesine aprés 48h d'incubations a 28+2
C°, dans ce test nous avons observé la présenceltlee saillante et luisante pour 11
isolats c.-a-d sont capables de dégradationsudtoe. Chez 4 isolats, nous avons observe |

‘aprésence des stries prostrées non luisantes d®msont incapable de dégradé le fructose

(Tableau 4).
Reaction
| Reaction |

Figure 17: Résultats du test levane
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Tableau 3:les résultants des tests KOH, coloration de Grila fuorescence.

Les tests | Test KOH Coloration de Fluorescence sur

m Gram KB
BP + G +
AP - EL EL
1P + G +
CP - EL EL
DS + G +
CS + G +
EP - EL EL
FP - EL EL
AS + G +
DP + G +
HP + G +
GP - EL EL
AS - EL EL
4P + G +
8S + G +
BS - EL EL
GS - EL EL
ES + G +
2P - EL EL
4P - EL EL
6P - EL EL
3P + G +
9P - EL EL
P + G +
1S - EL EL
2S - EL EL
8P + G +
9s - EL EL
5s - EL EL
4s - EL EL
SP + G +
FS + G +
+: réaction positive -: réaction négative EL: éliminé par le test précédant

1.4.3. Test pectinase :

Apres 14 jours d’incubation sous une températ@e 2B+2, nous n’avons pas
remarqué de changement sur les tranches desnm@ale terre, ¢’ est un résultat négative
(-). Les bactéries étudiées ne dégradent pagscting (Tableau 4).
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(Source : Auteur 2015).

Figud 8:résultats de test pectinas

Tableau 4: Les résultats du test de LOPAT.

les tests | Test Test Test Test Test
levane oxydase pectinase d'arginine | d hypersensibilité
les isolats deshydrolase sur Tabac
HP + + - + NR
3P + + - + NR
4P - + - + NR
7P + + - + NR
8S + + - + NR
BP + + - + NR
ES - + - + NR
1P + + - + NR
CS + + - + NR
FS - + - + NR
AS + + - + NR
8P + + - + NR
DP + + - + NR
DS + + - + NR
SP - + - + NR
- : réaction négative  NR : Test non réalisée + : réaction positive

1.5. Galerie API NE 20

Apres 24h et 48h nous avons fait la lecture derigg en se référant au tableau de
lecture (Bio Mérieux) , pour le test NO3 nous av@jouté une goutte de réactif NIT1 puis

une goutte de réactif NIT2, apres 5 min nous awabservé la couleur rose ou rouge ¢ est
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une réaction positive ,siil nya pas de ¢emnent de couleur (réaction négative) nous
avons ajouté 2-3 mg de Zn ,aprés 5 min si lee tobste incolore cela indique une réaction
positive , alors que |'appariation d 'une couleserest une réaction négative .Pour le test
de TRP nous avons ajouté une goutte de réactitbdees, apres 5 min |I' appariation de la
couleur rose indique une réaction positive ,dalation de couleur vert pale, jaune cela

indique une réaction négative (Figure 19).

(Sourckuteur 2015).

Figure 1%es résultats d'une plaques API20 NE aprés 48h

Pour le test NO3 nous avons remarqué que touisi@lsits ont une réaction positive
ce qui indique le réduction des nitrates par lyemz nitrate réducteur et la production de

nitrite NO, sauf les souches DP, AS et ES ont fait undtrifération .

Pour le test TRP nous avons remarqué qui toutsdeshes incapable d assimile le

tryptophane.

Pour la réaction de GLU tous les isolats testé simactives ou inertes (incapable

d oxydent le glucide en absence d oxygene.

Le test ADH c’est un test utilisé pour recherclaeginine dihydrolase , nous avons
remarque les isolats ont une réaction ADH pasitionc ces isolats sont capable de
transformer de |'arginine a acide aminé . En alseth¢® la chaine respiratoire est
totalement bloquée c’est la seul voie fermentatorenue chez ces bactéries (Schaaal pt
2001).

Pour le test ESC nous avons remarqué des résqimsitive chez quelques isolats
indique de production d’esculetine qui a réagicde Fer (hydrolise d esculine), nous avons
remarque chez les 5 isolats une réaction négatilesont incapables de la production

d esculetine.
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Pour le test URE nous avons remarqué qu une saatérie et capable d alcaliniser

le milieu, suite a I'nydrolysation de I'urée ainfiation de carbonate d'ammonium.

Pour le test GEL nous avons remarqué qui lseld@ts sont des Gélatine négative
incapable de dégrader la gélatine, mais ldatsdBP ,HP,8S,3P,ES, 1P, et DP qui sont de
gélatine + donc le gélatine a été dégradé par gsetéélatinas.

Le test PNPG utilisé pour tester la dégradationgdkactose, pour les résultats
obtenus nous avons remarqué que tous les isotats iacapables de dégrader le galactose
sauf BP et 1P.

Les tests d assimilation composé de 12 sucre c(Sk) Arabinose, Mannose,
mannitol, N-acetylglucosamine, Maltose, Glucond@aprate, Adipate , Malate, Citrate,
phenyl-acetate ) permettant de voir si bactériecagable de d assimiler tel ou tel glucide.
Nous avons remarqué que presque tous les bacsémtscapable d assimilé tous les
glucides sauf le le AdiPpate (ADI) qui n'est pamsommé chez la plupart des isolats

examine (Tableau 5).

Tableau 5Les résultats de la galerie AP1 20 NE.

Nsouches | BP HP | 4P| 8S| 3P P ES 1P Cs$ F5 AS 8P bP pS  [SP

No3 + + + | + + + - + + + - + - + +

TRP - - - - - - - - - - - - - - -

GLU - - - - - - - - - - - - - - -

ADH - + + |+ + + - + + + - + - + +

URE - - - - - - - + - - - - - - -

ESC - - - + + + + + - + + + + + -

GEL + + - + + - + + - - - - + - -
PNPG + - - - - - - + - - - - - - -

GLU - + + |+ + + + + + + + + + + +
ARA + + + | + + + + + + + + + + + +

MNE - + + |+ + + + + + + + + + + +
MAN + + + | + + + + + + + + + + + +

NAG + + + | + + + - + + + - + + + -

MAL + + + | - - - - + + + - + + + +

GNT + + + | + + + + + + + + + + + +
CAP + + + | + + + + + - + + + + - +

ADI - - - - - - - - + - - - - + -

\\% BP HP | 4P| 85| 3P P ES 1P Cs§ F5 AS 8P bP DS [SP

test

52



<
0
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+

CIT + + + + + + + + + + + + + + +
PAC + + - + + + + + + + +
OX + + + + + + + + + + + + + + +

Tableau 5 (suite)Les résultats de la galerie APl 20 NE.

A l'aide d'un logiciel d'identification (identifit@n microbienne via les APl Microsoft
Excel) nous avons obtenu les résultats qui ssasegmté dans le tableau 6. Dans les résultats
nous avons obtenu 10 soudPseudomonas floureseasec différents probabilités, les isolats
:4P,SP, SC et7P ont une trés bonne identificatiamsc des probabilité supérieurs a 99,4
,alor que les souche ES, 8P,FS,HP , 3P et &®t pas donné une bonne identification .
Les autres souches sont avéré étre Beskholderia cepacia avec des probabilités allant :
96.2% et 88.90(Tableau 6).

Tableau 6 :les résultats d'identification de galerie APl 20.NE

souches | Taxon le plus probable remarque Indidgpieité | Probabilité
P P.fluorescentes Trés bon 0.51 99%
4P P. fluorescentes Tres bon 0,51 99%
SP P .fluorescentes Tres bon 0.49 99%
SC P. fluorescentes Tres bon 0.37 99%
3P P. fluorescentes Pas bon 0.32 55

8S P. fluorescentes Pas bon -0,47 5586
ES P. fluorescentes Pas bon -1,14 934
8P P. fluorescentes Pas bon -0,03 69

FS P. fluorescentes Pas bon 0.12 50

HP P. fluorescentes Pas bon 0.47 576
BP Burkholderia cepacia Pas bon -0,27 9440
DS Burkholderia cepacai | Pas bon 1.12 929
1P Burlkholderia cepacia | Pas bon 0.83 888
DP Burlkholderia cepacia | Bon 0,80 96.2%
AS Bulkholderia cepacia Pas bon 2.33 53743

Pour faire une identification inter et intra sfi§ae, nous avons utilisé les résultats

des tests LOPAT et les résultats des test gelatiimst NO3 , tests Arabinose et test
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Tryptophane sur la galerie API20NE et aussi laditdhotomique (A) propose par Jacque
(1994) et la clé dichotomique (B) propose par Bogdi995) pour identification des

Pseudomonas

Selon la clé (A) proposé par Jacque(1994) noossaclassé tous les souches en
deux boivare de Pseudomonas fluorescentdsiovar Ill regroupe les souches : 4P, FS, SP

et SC Les autres souches nous les avons classé daiosde IV (Tableau 7).

Selon la clé (B) propose par Bossis (1995 ) , dest Gélatine positif et test levane
négative et deénitrification positive nous avotassé la souche ES dans le boivar Ill avec
indépendamment des résultats du test Tréhalosais,pour les souche HP,3P,8SetSC, ou
les test ( Gélatine, levane, dénitrification etrbt@nose ) sont positive il est difficile de les
affilier dans le boivar IV ou Il a cause du maede test Tartase , pour les autres souches
7P,CS,FS,8P et SP ou la réponse du test gélatineéemative a été base sur I'identification
des résultats des galerie APl 20NE avec le logttiglentification qui nous a identifié ces
isolats comme deBseudomonas fluorescentesious souches peuvent étre affilie au groupe

intermédiaire P. fluorescents /P.putida (Tableau 8)

Tableau 7: la classification selon la clé dichotomique @pposé par Jacque (1994) pour I identificatien

Pseudomonaspp .fluorescents
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Levane
tartrat

sorbitol

Arabinos

Gélatine

P.fluore.bv.IVV
P.fluore.bv.IVV
P.fluore.bv.IVV
P.fluore.bv.IVV
P.fluore.bv.IV
P .fluore.bv.IVV

(+) : réaction positive ) (+éaction négative NR : tegh réalise

Tableau & La classification selon la clé dichotomique (Bpposé par Bossis (1995) pour I' identificatios de
Pseudomonaspp. fluorescentes
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souches

tests

King B

Arginine

Oxydase

Levane

NO3

ARA

GEL

Trp

L(+)tart

(Eaction négative

(+) réaction positive

1.6. Essai d antagonism vitro

L essai antagonisme c'est I'essai qui nous a pedmisélectionné des souches
antagonists dBseudomonasppfouresecnts. Nous avons utilisé la méthode deraptation
entre le champignon deusarium oxysporurhsp albedinis sur le milieu KB et PDA (figure
20).

Aprés 5 jour d'incubation nous avons obtenu tes< d'inhibition de 0 a48 sur
le milieu KB. Sur le milieu PDA la méme souche (3Rjui donné le taux le plus éleveé sur le
KB (48%) présente un taux de ¥4.Nous constatons au si que les taux les plus étgvesté
enregistré sur le milieu KB.
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taux d’inibition de champignon

60%

50%

40%

30% m KB
m PDA

20% -

10% -

0% -

HP 3P 7P 4p 8S FS

(Source : origiep2015).

Figure 20 :la présentation résultats de I'essai d antagoniswiéo
2. Discussion

Nous somme intéressés a la flore bactrienne nbiogjue, lef?seudommonaspp.
fluorescentes , colonisant la rhizosphére demtel spontané®istacia atlantica et
Zizyphus lotus dans deux daya de la wilaya de Laghouat : déydaghouat et daya de sidi
Makhloof.

Pour dénombrer le taux tRseudomonaspp .fluorescentes dans les deux sites, nous
avons cites des échantillons a partir de la zdnwospherique des deux plantes déja
déterminé et procédé au dénombrement sur ddieurdB et PDA.

Nous avons obtenu un taux des bactéPissudomonaspp fluorescentesimportants
au niveau de la rhizosphére de plante de Pistalehiaux varie entre 74 et 5564 et le de la
rhizosphere de Zizyphus varie entré/bét 336 respectivement dans les deux site. Ce

résultat lie aux caractéeres botaniques, de PistaehZizyphus.

Selon Chin-A-Woengt al2002 lesPseudomonas fluorescentegent sans doute de
leur taux de croissance plus éléve que celui dplulpart des autres rhizobateries et de leur

capacité a métabolisé plusieurs composées s dedaggacinaires,
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Nous avons remarqué qui la présence de Ps@xdomonaspp.fluorescentesdans

la région de Laghouat est supérieure par apdartégion de sidi Makhloof.

Selon les données de Bureau nationales des étodedepdéveloppement rural (BNEDER)
la région de sidi Makhloof situé en étage biocliopae semi aride, les conditions plus
favorables a une activité biologique alors gaeéion de Laghouat est situe dans un étage

bioclimatique aride, les conditions plus dures.

Nous avons choisi une gamme de 32 colonies bact&seen se basant sur les
caractéres macromorphologique (petite taillegesrbrillants avec des pigments jaune a vert
et des reliefs bombe et lisse)(Pallerni,1984), rwens utilisé méthodes de caractérisations
bactériologiques et de teste biochimiques pouficoar |'aspect de ces bactéries.

Aprés 5 purifications successives des ces sdat le milieu KB, nous avons
utilisé le test de KOH, ce test est utilise comaié pour la différentiation entre les isolats de
Gram négative et Gram positive. Par ce test KOtsravons éliminé 17 isolats et gardé 15

isolats des Gram négative.

Pour confirmer les résultats du test KOH nousna utilisé le teste de coloration de
Gram .Touts les isolats ont la forme bacille avee aouleur rose. Les parois cellulaires des
bactéries Gramégative, avec une couche plus minc@elgtidoglycane avec une paroi fine
et élastique cette caractéristique permit a laipdes bactéries a Gram négative par la

perméabilité a I'alcool, qui ont été décolorées reicolorées par la fuchsindGhafir, 2007).

Les Pseudomonaspp. fluorescentssont des bactéries de bacilles Gram négative
ayant une taille de 0,5 a 1 um surl, 5 a 5 um, sgest bactérie arabique strict. Les
Pseudomonaspp. flouresents sont capable de mobilité avegelies polaires, la mobilité
est trés important pour coloniser la zone rhézaspie de plants hote (Ghafir, 2007).

Pour le test de LOPAT Nous avons réalise lmsine sucrase, test oxydase, test

pectinase et test arginine sauf le test de I'hygpesibilité sur tabac.

Pour le test oxydase touts les15 isolats ont destiols positifs par la présence d
‘une couleur bleue violette sur le disque oxydaseldsPseudomonaspp fluorescentsont
capable de catalyser I'oxydase grace un cytochroryease par I'oxygene moléculaire. Le

cytochrome oxydase oxyde le cytochrome C qui \sgratour, oxyder le tetramethyle 1-1, 4-
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phenylene daimine, le substrat qui prend une abtitor bleus violette ((avril et al ; 1992).

LesPseudomonaspp. fluorescents sont des bactéries oxydase \wssiiGhafir ,2007).

Les résultats de test levane permit de difféemncientre les souches de
PseudomonaBuorescentgjui sont capable de la produire le levane su@asacellulaire et
les autres ne posséde pas cette caractérigtigliet ,1987). Dans notre cas le test levane
positive chez 11 isolats qui capable de dégradieibtose par un enzyme monosaccharides

et négative chez 4 isolats.

Le test péctinase permit de distinguer entrdoéagtéries qui possede ou pas | activité
pectinolytique .Le test pectinase montre que tmsisolats sont des bactéries saprophytes
puisque nous n'avons pas observé une pourrituries tranches de pomme de terre aprées

14 jour d’incubation.

Pour le test d'arginine qui été effectuélsyplaque API20 NE. Tous les bactéries
testé donne une réaction positive .La dégradatehatginine est une voie caractérisation

desPseudomonaspp. fluorescents saprophytechaad eal ; 200])).

Pour la classification intra spécifique des soudbastéries nous avons utilise les
résultats des plaque APl 20NE et les testes plogggues et biochimiques avec la clé (A)
proposé par Jacque(1994) etla clé (B) progmméBossis (1995).

Nous avons remarqué selon le clé A propose pare3a(d 994), tous les souches de
Pseudomonassont fluorescent sur le milieu KB avec un réacpositive de tests NO3 mais
La capacité de dégradation de fructose varie skeldoivare de$?seudomnadluorescent
nous avons affilié 4 souche(4P, FS, SP et SC) daimwar Il .Les autre bactéries de

Pseudomonaspp. fluorescentes sont capable de dégrade l@$riclasse dans biovar IV.

Les différentes especes &seudoumonasjui coloniser la rhizosphére possedent
plusieurs caractéristiques intrinseques qui lesdenat particulierement intéressantes pour une

utilisation comme agent de lutte biologig&hipps J.2001).

Pour tester la capacité des souche nous avons utilise un essai damitge
par confrontation directe sur les deux milieu KB RIDA, les résultats de I'essai de
['antagonisme contre IEusarium oxysporumsdp albedinis I'agent causal de maladie de
bayode chez les palmier dattiers donné des thigrents selon la souche et selon le milieu
de culture .Le taux d’inhibitions pour I'ensemhles isolats ne pas dépassé 1€0.48
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La souche 3P la seul qui présenté ume zbinhibition contre le FOA sur les deux
milieux, par la comparaison | activité d antagomes entre le milieu KB et PDA nous avons
remarque que |'activée sur le milieu KB est supég par apport au milieu PDA par ce que
le milieu KB est un plus favorable que le PDA pderPseudomonaspp. fluorescent
(Defago, 1993).

Certain souches deBseudomonaspp. fluorescents sont capable de sécrété des
meétabolites antifongiques comme : la pyrrolnitrifes phenazines , les butyrolaxtose et par
la sécrétion d'enzyme hydrolytique tel B -1-3-gh&se , cellulases et chitinas certains
souches de PGPR ont la capacité a dégrader |& paitulaires des agents phytopatogenes
(whippes , 2001).

Sur le milieu PDA toutes les souches ont auctinée antagonisme sauf la souche 3P. Ces

les résultats du milieu PDA favorisent boucanlus le développement de champignon.

mais la souche 3P utilisé autre mécanismegidrague la fluorescence signe de synthese
des siderophores Donc la souche 3P possede diadtranismes inhibiteur dans leur
pouvoir d'antagonisme comme la synthése des atitjbe et dautre type des
métabolites(Mezaache , 2012).

La souche 3P sont stoppé le développement depipaom sont possible utilise

dans le cadre de lutte biologique.
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La conclusion

Au terme de notre étude sur les isolements et ifdstion desPseudomonaspp.
fluorescents a partir de la rhizosphére de Figta@t Jujubier dans deux déférente régions

de la wilaya de Laghouat.

Nous a permit de constate qui le tauxPdeudumonas fluorescents la rhizosphére
de Pistachier est supérieure qui ce lui du Jujuttielans la région de Laghouat la région de
sidi Makhloof quelque soit la plante, la dénombretraes colonies bactéries sur le milieu
KB et LPGA, ont se basent sur les caracteres nobwglgues desPseudomonaspp.

fluorescents nous avons sélectionné 32 isolats.

Nous avons utilisé les tests physiologiquei@timiques qui nous ont permit de

garder isolée 15 isolats

Les résultats obtenus nous n'ont pas permit de falentification précisé .l faut
utiliser tests génétiques pour confirmées lesataras phénotypiques(PCR).

La classification inter spécifique deslas® est basé sur la galerie API20NE et
deux clé dichotomique la clé (A) propose par Jaqd994) et la clé (B) propose par Bossis
(1995).

la classification inter spécifigue nous avons peralassé 10 isolas sont des
Pseudomonaspp. fluorescentes et la classification intrac#fmie nous permis classe des

souche des boivare déférents .

Les isolats identifie comme dd&>seudomonas fluorescent& isolats choisi
aléatoirement ) ont montré une activée antagamisi@férent contre le Fusarium
oxysporunf.sp albedinis  les résultats de ce test montre que la souche 3Re activité
antagoniste importante par apport a  autres ssucbe résultats doit étre pris en

considération dans les future travaux sur la litogique .
Perspective :

Les résultats obtenus dans ce travail sont desltatsupréliminaires. Nous

conseillons :

1- faire des travaux supplémentaire pour comprendi¢ion et ces plantes.
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2- l'utiliser les identifications génétiques pour comiées les caracteres
phénotypiques .

3- faire des essais in vivo et in situ pour la misedeidence de les effets bénéfiques
Des souchesd?seudomonas flourescent8tudier ces mécanismes d’action et

extraire les métabolites deflourescentsurtout la souche 3P.
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Annexel : compositions des milieux de culture

1.Milieu LPGA : 2 .Milieu
King B :
Extrait de levure 5¢ peptone 20g
Bactopeptone 5g Glycerol 15ml
Glucose 10g K;HPO, 1.5¢9
Agar bactériologique 18¢g (o]0} 1.5¢9
Eau distillée 1L Agar 20g
Eau distillé 1L
3.Milieu PDA : 4.milieu
levane :
Agar 20g Extrait de levure 20g
Glucose 20g Bactopeptone 15¢g
Pomme de terre  200g GCla 1,59
Eau distillée 1L Saccharose 1,59
Agarbactériologique 19
Eau distillée 1L
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