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Résumé

Notre travail a pour but d’isoler et sélectionner des souches de Pseudomonas spp. fluorescents
productrices de quelques métabolites secondaires in vitro impliquées dans les processus de
biocontrdle, biofertilisants et de phytostimulation (AIA, phosphatase, les enzymes dégradent
les parois cellulaires), ainsi que leurs résistances au stress abiotique. 28 souches de
Pseudomonas spp. fluorescents ont ¢été isolé a partir de la rhizosphére de la tomate. La
s¢lection de ces souches par apport a leurs activités antagonistes vis-a-vis de trois isolats de
Fusariumoxysporum(lycopersici, liniet albedinis).Nous a permis d’obtenir 22 souches a fort
pouvoir antagoniste. Les meilleurs résultats sont été¢ obtenus sur le milieu King B avec des
taux d’inhibition de la croissance mycélienne entre 37.71 et 81.86 % vis-a-vis de trois isolats
phytopathogenes. L’identification des 22 souches sélectionnées a ¢té basée phénotypiquement
sur ’aspect morphologique et culturale notamment la fluorescens jaune —verdatre, ainsi que
des tests biochimiques; ce quinous a permis d’affilier nos souches au groupe de
Pseudomonas spp. fluorescents.Les résultats de production des métabolites secondaires in
vitro ont révélé que 100% des souches ont le pouvoir de produire I’acide —indole-acétique
(AIA), 86.36% produisent les phosphatases et les enzymes protéolytiques, 72.72% sont aptes
a synthétiser ’'HCN, 77.27% produisent les enzymes amylolytiques, par contre nous avons
marqué une absence totale de production de cellulase et lipase.Les tests de la résistance au
stress abiotique nous a permis de constater que la totalité de nos souches sont (100%) sont
résistantes aux concentrations de 0 a 7% de Na Cl, alors que 50% des souches ont toléré des
concentrations de 8%. Les résultats de la résistance au stress thermique montrent que toutes
les souches ont pu reprendre une croissance normale a 26°C apres un passage a la température
de 41°C. Les résultats de stress hydrique montrent que toutes les souches de Pseudomonas
spp. fluorescents sont tolérantes au stress hydrique a différents concentrations de PEG.100%
des souches sont résistantes aux concentrations de 20 et 50 pg/ml des trois antibiotiques
testés. A la concentration de 100 pg/ml, les souches se sont avérées plus résistantes a la

streptomycine par rapport a I’acide nalidixique (72.72%) et chloramphénicol (86.36%).

Mots clés :  Pseudomonas spp. fluorescents, biocontrole, biofertilisants, stress biotique et

abiotique, Fusarium oxysporum.



Abstract

Our work aims to isolate and select strains of Pseudomonas spp. fluorescents producing some
secondary metabolites in vitroinvolved in biocontrol, biofertilizing and phytostimulation
processes (AIA, phosphatase, enzymes degrade cell walls), as well as their resistance to
abiotic stress. 28 strains of Pseudomonas spp. fluorescents were isolated from the rhizosphere
of tomato. The selection of these strains by contribution to their antagonistic activities against
three isolates of Fusarium oxysporum (lycopersici, liniandalbedinis). We have obtained 22
strains with strong antagonistic power. The best results were obtained on King B medium
with inhibition rates of mycelial growth between 37.71 and 81.86% against 3phytopathogenic
isolates. The identification of the 22 selected strains was based phenotypically on the
morphological and cultural aspect including the yellow-greenfluorescens, as well as
biochemical tests allowed us to affiliate to the group of Pseudomonas. The results of
production of the secondary metabolites in vitro revealed that 100% of the strains have the
power to produce the acid -indole-acetic acid (AIA), 86.36% produce the phosphatases and
the proteolytic enzymes, 72.72% are able to synthesize the HCN, 77.27% produce the
amylolytic enzymes, on the other hand we have marked a total absence of production of
cellulase and lipase. The abiotic stress resistance tests revealed that all of our strains are
(100%) resistant to concentrations of 0 to 7% NaCl, whereas 50% of the strains tolerated
concentrations of 8%. The results of heat stress resistance show that all strains were able to
resume normal growth at 26 ° C after a temperature rise of 41 ° C. The results of water stress
show that all strains of Pseudomonas spp. fluorescents are tolerant to water stress at different
concentrations of PEG. 100% of the strains are resistant to concentrations of 20 and 50 pg /
ml of the three antibiotics tested. At the concentration of 100 pug / ml, the strains were more

resistant to streptomycin compared to nalidixic acid (72.72%) and chloramphenicol (86.36%).

Key words: Pseudomonas spp. fluorescents, biocontrol, biofertilizers,biotic and abiotic stress,

Fusarium oxysporum.
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Introduction

Le sol est un réservoir important de microorganisme, il renferme une microflore
complexe et variée qui joue des roles essentiels pour 1I’écosystéme tellurique et les organismes
pluri cellulaires qui y vivent. Parmi les organismes supérieurs du sol, les plantes bénéficient
des effets directs et/ou indirects des microorganismes en particulier ceux de la flore
rhizosphérique.Une flore bactérienne rhizosphérique hétérogeéne influence favorablement la
croissance des plantes, et connue sous l’acronyme PGPR : Plant Growth Promoting
Rhizobacteria, ou rhizobactéries stimulatrice de la croissance des plantes (Munees et

Mulugeta, 2014).

Les rhizobactéries du groupe PGPR (Plant GrowthPromotingRhizobacteria) ont été
utilisées pour lutter contre les maladies d’origine telluriques. Plusieurs études ont montré la
capacité des PGPR d’améliorer la croissance des plantes et d’intervenir dans le biocontrdle
des agents phytopathogeénes telluriques (Lemanceau, 1992).Différentes espéces de
Pseudomonasspp. fluorescents ont été rapportés a la fois comme PGPR (Plant

GrowthPromotingRhizobactéria) et comme souches de biocontrdle(De Salmone et al., 2001).

Les bactéries du genre Pseudomonas sont connues pour leur activité antagoniste
envers plusieurs phytopathogénes (Haas et Défago, 2005).Elles exercent leur activité

antagoniste au moyen de différents mécanismes incluant 1’antibiose. (Haas et Défago,2005).

Les Pseudomonasspp. fluorescents présentent un intérét scientifique majeur, ils se
caractérisent par une diversité génétique et phénotypique en relation avec leur impact positif
sur le fonctionnement de la rhizosphére, en exercant des actions directes et/ou indirectes sur le
développement de la plante; de plus ils représentent un modele d’étude pour la
compréhension des interactions avec les microorganismes d’une part (Pseudomonas —
champignons et bactéries pathogenes ), et avec la plante ( eucaryote- procaryote) d’autre part
(Van Lonn et Glick, 2004).En plus, ces rhizobactéries sont caractérisées par un arsenal
métabolique, s’exprimant par la synthése de divers métabolites secondaires impliqués dans les
aspects trophiques, nutritionnels et de compétition avec les autres microorganismes
(Lemanceau, 1992 ; Weller, 2007 ; Van Lonn, 2007 ; Loper et al., 2011 ; Figueroa- Lopez
etal., 2016).

Les PGPR utilisées comme biofertilisant et/ou antagoniste contre les phytopathogénes
constituent une alternative prometteuse aux engrais chimiques et aux pesticides. Toutefois, la
capacité de ces bactéries de coloniser les racines et de survivre dans le sol est souvent limitée

(Normander et Prosser, 2000). La s¢lection et 1’utilisation des PGPR devrait tenir compte de

1
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I’adaptation de I’inoculant a une plante et a un écosysteme particulier. L’¢laboration de
mesures efficaces pour les inoculants microbiens demeure un défi scientifique majeur
(Richardson, 2001). En outre, la sélection d’une souche PGPR efficace est liée a la
caractérisation de ses propriétés favorisant la croissance végétale. (Cattelanet al., 1999). Ces
propriétés sont le plus souvent la production d’auxines, la fixation d’azote, I’antagonisme
phytopathogene, la cyanogénése (HCN), la solubilisation du phosphate, la production des
sidérophores et I’activité ACC désaminase (Cattelanet al.,1999).

Plusieurs paramétres biotiques et abiotiques interviennent pour modeler la structure
des communautés microbiennes de la rhizosphere tant en termes de diversité que d’effectifs
(Marschner et al., 2001). Plusieurs études, ont permis d’identifier certains facteurs présentant
une influence marquée sur la structure des communautés microbiennes de la rhizosphére

(Température, salinité¢, humidité et antibiotiques).
Les objectifs tracés pour la réalisation de ce présent travail sont :

I.  Isolement des Pseudomonasspp. fluorescents a partir de la rhizosphere de la
tomate.
II. Sélection des souchesde Pseudomonasspp.fluorescents a fort pouvoir antagoniste
vis-a-vis de trois formes spéciales de F. oxysporum (lycopersici, liniet albedinis).
III.  Identification des souches de Pseudomonasspp.fluorescents antagonistes
sélectionnées.
IV.  Etude de Defficacité des souches de Pseudomonasspp.fluorescentssélectionnées
par :
e Mise en évidence de la production de quelques métabolites secondaires
impliqués dans le biocontrdle, biofertilisants et phytostimulation.
e Mise en ¢évidence de la résistance des souches de
Pseudomonasspp.fluorescentssélectionnées aux facteurs abiotiques

(Salinité, stress thermique et hydrique et les antibiotiques).
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I.1 La rhizosphére

La rhizosphere est la région de sol étroite adjacente au systéme racinaire de la plante.
C’est une zone trés complexe et riche en nutriments, fortement peuplée par un grand nombre
de microorganismes comprenant des bactéries, des champignons, invertébrés, nématodes et

protistes (Venturi et Keel., 2016)

La rhizosphére peut contenir jusqu’a 10" cellules microbiennes par gramme de racine
(Egamberdieva etal., 2008 ; Berendsen et al., 2012 ) et plus de 30000 espéces procaryotes
(Mendes et al., 2011 ; Berendsen et al., 2012 ). Le terme rhizosphére a été introduit en 1904
par Lorenz Hiltner, “rhizo” vient du grec “rhiza” signifiant “racine” et “sphere” est le champ
d'action ou d'influence. La rhizosphére se décompose en trois zones : 1’endorhizosphére
(tissus racinaires), le rhizoplan (surface des racines) et 1’exorhizosphére (sol adhérent aux

racines c¢’est-a-dire sol rhizosphérique) (Lynch et Wipps, 1990 ; Hamza et al., 2018)(fig.01).

Rhizosphere

- -

Bacterial nodule

| LS o's. :
+ Mucilage ——— ’::; oy
: Exorhizosphere - %ﬁ’r‘
. Root cap m ¥
: o - .
: o :

Figure 01 : Schéma de la rhizosphére (Philippot etal., 2013).

Elle est le lieu des échanges entre sol, racines, microorganismes et faune associés. Ces
échanges, intenses, se traduisent par des flux bi-directionnels d’eau et de nutriments (Lynch,

1990). Elle en résulte une abondance de microorganismes (procaryotes et eucaryotes) et une
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stimulation de nombreuses activités métaboliques. C’est ainsi que plusieurs chercheurs ont
indiqué que les bactéries sont 5 a 50 fois plus abondantes dans la rhizosphére que dans le reste
du sol (Lynch et Wipps, 1990 ; Hamza et al., 2018). Elle s’agit de «I’effet rhizosphere»
(Lemanceau, 1992 ; Whippes, 2001 ; Lugtenberg et Kamilova, 2009).

La rhizosphere est le site micro actif le plus important sur le plan chimique, biologique
et écologique dans le sol (Toal et al., 2000) .C’est la voie obligatoire de tous les minéraux du
sol aux plantes, et un lieu d’interactions fortes entre les plantes et les microorganismes du sol

(Walter et al., 2005).

C’est un environnement créé par des interactions entre les exsudats racinaires et les
microorganismes (Bell-Perkins et Lynch, 2002). 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). Les racines exercent a la fois des influences physique, telles que la structure des
racines, et des influences chimiques, telles que la sécrétion d’une grande variété de

métabolites d’origine végétale (Sugiyama, 2019).

La rhizosphére est un environnement écologique dynamique ou les microorganismes
et les plantes interagissent pour l'exploitation des micro et macronutriments du sol présent en
quantité limitée (Gholami et al., 2012). Les communautés distinctes des micro-organismes
sont associées aux systémes racinaires de toutes les plantes supérieures (Khalid etal., 2006).
Ces étres vivants sont requis dans le processus de la décomposition et le recyclage des

nutriments dans la rhizosphére (Germida et al., 1998).

Par ailleurs, la communauté microbienne joue un rdle notable dans I’amélioration et la
stabilisation de la structure du sol. Plusieurs études ont montré que 1’agrégation et la stabilité
d’un sol dépendent de sa nature et de sa contenance en mati¢re organique (Elustondo et al.,
1990). La matiere organique produite par les racines a un effet direct sur la stabilisation des
agrégats du sol et indirect sur la stimulation des activités microbiennes de la rhizosphére
(Angers et Mehuys, 1989). Les communautés microbiennes jouent aussi un role significatif
dans I’état de santé des plantes, certaines sont nuisibles, d'autres sont bénéfiques et certaines
ne semblent avoir aucun effet. De nombreuses interactions, bénéfiques (symbioses) ou non,
voire délétéres (pathogénie) sont observées entre plantes, bactéries et champignons du sol

(Dommergues, 1978).
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I.1.1.Effet rhizosphere

Des études portant sur les communautés microbiennes montrent une augmentation de
I’effectif des microorganismes présents dans la rhizosphere, a proximité des racines. Ce
phénomene est communément désigné sous le terme «d’effet rhizosphere» (Lynch et Wipps,
1990 ; Merbach et al., 1999 ;Whipps, 2001 ; Arif, 2015). Plusieurs parametres influencent
ce phénomene tel le type de sol, le taux d’humidité et I’age de la plante (Manoharachy et
Mukerji, 2006 ; Arif, 2015). Une grande quantité de composés organiques est libérée par les
racines dans le sol environnant. Ces composés peuvent étre utilisés par des microorganismes
comme source de carbone et d’énergie. En plus de I’effet sélectif dii a I’enrichissement du sol
en composés organiques par des exsudats racinaires, les plantes exercent un autre effet sélectif
sur la communauté bactérienne par la sécrétion de composés spécifiques inhibant la

croissance bactérienne (Latour et al., 1996 ; Whipps, 2001 ; Hinsinger,2010).

I.1.1.1. Conséquences de I’effet rhizosphere sur les microorganismes

L’effet rhizosphére est déterminé en grande partie par la libération de rhizodéposition
(Stengel et Gelin, 1998). En conséquence les sources organiques d’azote, de carbone, de
phosphore disponible stimulent le développement de la communauté bactérienne (Latour et
al., 1996). Néanmoins, la compétition pour les minéraux solubles est intense, et les richesses
de la rhizosphére ne sont pas réparties équitablement entre tous les microorganismes du sol.
Malgré cela ces microorganismes ont une activité métabolique é¢élevée et se multiplient

rapidement. (Davet, 1996).

I.1.1.2.Conséquences de I’effet rhizosphere sur les plantes

L’activité rhizosphérique entraine une meilleure assimilation des éléments minéraux
par les plantes. Ainsi, 1’énergie fournie par la rhizodéposition permet 1’accroissement de la
biomasse microbienne, puis la prolifération des prédateurs. Ce qui induit une activité
enzymatique qui facilite la lyse des cellules desquamées des racines et la biodégradation de la
matiere organique du sol, en composées assimilables par la plante aprés minéralisation des

¢léments tels que le phosphore (Davet, 1996).

1.1.2. Les rhizobactéries :
Un grand nombre de microorganismes vivent dans le sol. On compte les virus, les
bactéries, les champignons, les protozoaires et les algues (Paul et Clark, 1996). Les bactéries

sont les organismes les plus nombreux et représentent en moyenne 6. 10°cellules par gramme
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de sol et un poids de 10000 kg/ha équivalant a 5% du poids sec des composés organiques du
sol. On définit alors les bactéries associées aux racines des plantes comme les rhizobactéries.
Celles-ci sont généralement des souches trés compétitives capables de coloniser le systéme
racinaire riche en ¢éléments nutritifs, tout au long du cycle de développement de la plante
(Kloepper, 1993). Si la plante libére des composé€s organiques, a I’inverse elle préléve de
I’eau et des ¢éléments minéraux indispensables a son métabolisme. Les échanges entre la
plante et le sol sont influencés par les rhizobactéries et ce d’autant plus que leur densité et leur
activité sont €levées.

Ces rhizobactéries sont considérées comme des concurrents microbiens efficaces dans
la zone racinaire. L'effet visible des associations plante-microbe sur la croissance de plantes
peut étre positif, neutre, ou négatif. Certaines bactéries inhibent la croissance alors que
d’autres la stimulent. Ces dernieéres sont souvent mentionnées comme des rhizobactéries
promotrices de la croissance des plantes (Plant GrowthPromotingRhizobacteria : PGPR)

(Kloepper et al.,1989; Zahir et al., 2004).

I.1.3.Les rhizobactéries promotrices de la croissance des plantes : Les PGPR (Plant
Growth—PromotingRhizobacteria)

Les rhizobactéries promotrices de la croissance des plantes (PGPR) sont un groupe de
bactéries que I’on trouve dans la rhizosphére en association avec des racines (Sundaram et
Murali, 2018). L’utilisation des rhizobactéries promotrices de la croissance des
plantes (PGPR) est une stratégie de gestion éprouvée pour améliorer la croissance des plantes
(Erice etal., 2017).

Les PGPR sont des microorganismes non pathogenes et bénéfiques pour la santé et la
nutrition des plantes (Kloepper et al., 1980). En 1978, Kloepper et Schroth sont les premier
qui définit les PGPR comme des bactéries qui colonise les racines des plantes (Siddiqui, 2006
; Stanzin et al.,2017).

De fagon générale, les PGPR augmentent la surface d’échange par un développement
global du systéme racinaire. Plus précisément, elles stimulent 1’¢longation des poils
racinaires, augmentent le nombre et la taille des racines secondaires, mais peuvent réduire la
taille de la racine primaire (Bresson, 2013).

Les PGPR sont des bactéries du sol capables de coloniser la rhizosphere et de favoriser
la croissance des plantes grace a une grande variété de mécanismes comme la minéralisation

de la matiere organique, la lutte biologique contre les agents pathogénes du sol, la fixation
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biologique de 1’azote. Une caractéristique trés intéressant de PGPR est leur capacité¢ a

améliorer la biodisponibilité des nutriments (Pii etal., 2015)(fig. 02).
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Figure 02: Les mécanismes d’action des PGPR (Ramos et al.,2009).

Les PGPR utilisées comme biofertilisant et/ou antagoniste contre les phytopathogenes
constituent une alternative prometteuse aux engrais chimiques et aux pesticides. Toutefois, la
capacité de ces bactéries de coloniser les racines et de survivre dans le sol est souvent limitée

(Normander et Prosser, 2000 ; Cherif,2014).

1.2. Pseudomonas spp.fluorescents
I.2.1.Taxonomie

Le genre Pseudomonas est décrit par Migula en 1894 et inclut de nombreux bacilles a
Gram négatifnon fermentant, aérobie strict a flagellation polaire (Anzai et al., 2000).Les
Pseudomonas ont été regroupés en cinq groupes en fonction de la parenté¢ de leurs genes
ARNTr (I, 11, III, 1V, V) (Maheshwari, 2013).Actuellement, seuls les représentants de I’ARNr

groupes I(Tab.I), sont inclus dans le genre Pseudomonas et jusqu’a maintenant 128 especes
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ont ét¢ valablement décrites pour ce genre, y compris les Pseudomonas fluorescents (Hofte et

Altier, 2010).

Tableau I: Classification des Pseudomonaceae.

Groupe d’ARN Genres

Groupe I Pseudomonas stricto sensu

Groupe 11 Burkholderia, Pandoraea, Ralstonia
Groupe 111 Acidovorax, Comamonas, Delftia
Groupe IV Brevundimonas

Groupe V Stenotrophomonas

(Brenner et al., 2005 ; Palleroni, 2010).

Le genre Pseudomonas stricto sensu appartient au :

Phylum. .................... Protéobactéria.

Classe ....oovvevvienniennnns Gammaprotéobactéria.
Ordre .....ooovviininnnn. Pseudomonadales.
Famille....................... Pseudomonadaceae.

D’autres genres sont inclus dans cette famille comme les genresAzomonas,
Azotobacter, Chryseomonas, Flavimonas, Rhizobacter (Tournus, 2016).

Selon King et al.,(1954), le genre Pseudomonas est classé en deux groupes sur la base
de la production des pigments fluorescents sur des milieux spécifiques, tel que le milieu King
B.

1. Les Pseudomonas spp.fluorescents a I’exemple de P. aeruginosa, P. fluorescens, P.

Putida...

2. Les Pseudomonas spp.non-fluorescentsa 1’exemple de P. fragi, P. alcaligenes, P.
mendoeina....
Les deux pigments les plus fréquents et caractéristiques sont la pyocyanine et la
pyoverdine, les espéces pigmentées sont par exemple :

— P. aeruginosa : pyocyanine + pyoverdine, il posséde I’un ou ’autre ou les deux, mais

pouvant €tre perdus par mutation. Il existe des variétés mélanogeénes ou érythrogenes

produisant un pigment noir ou un pigment rouge.
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— P. fluorescens, P.putida, P.syringae, et P. cichoriiproduisent un pigment fluorescent
jaune-vert appelé pyoverdine soluble dans 1’eau et insoluble dans le chloroforme,mais
certaines souches sont parfois apigmentées.

— P. aureofaciens : pigment jaune orange ou pourpre (Singleton et Sainsbury, 2006).

1.2.2. Généralité

Les bactéries du genre Pseudomonas sont des bacilles a Gram négatif, non sporulés,
généralement mobiles grace a une ou plusieurs flagelles polaires, aérobies a métabolisme
strictement respiratoire et chimio-organotrophes(Palleroni, 2008). Les Pseudomonas sont des
bactéries ubiquitaires. Ils sont fréquemment présents dans I’eau, dans les sols et particulier
dans la rhizosphére des plantes (Bossis et al., 2000 ). Elles peuvent se développer dans un
milieu de base riche en ¢léments organiques ; a pH neutre et a une température comprise entre

4 et 43° (Palleroni, 1984).

Les bactéries appartenant au groupe des Pseudomonas spp.fluorescents sont parmi les
plus abondantes dans la rhizosphere. Dans certains cas, elles représentent plus de 60% de la
microflore bactérienne totale du sol. Différentes especes de Pseudomonas spp. fluorescents
ont été rapportés a la fois comme PGPR, et comme souches de biocontréle des champignons

phytopathogeénes (Mezaache, 2012).

Les Pseudomonas appartiennent au groupe de bactéries appelées PGRP (Plant
GrowthPromotingRhizobacteria) (Kloepper et Schroth, 1978). Ce sont des bactéries
capables de coloniser efficacement les systémes racinaires et influencent de maniére
bénéfique la plante en stimulant sa croissance et /ou en la protégeant contre des infections par
des agents Phytopathogenes (Weller, 1988). Ces bactéries sont caractérisées par leur résistance
aux antibiotiques et aux antiseptiques (Meliani, 2012).

Les cellules de Pseudomonas spp.fluorescents se divisent en moyenne toutes les 5 h
dans la rhizosphére de Pinusradiata et uniquement toutes les 77 h dans le sol non
rhizosphérique (Bowen et Rovira, 1976). Cette différence conduit a un développement des
Pseudomonas spp.fluorescents significativement plus €levé dans la rhizosphére que dans le
sol nu. Ces microorganismes sont donc considérés comme des rhizobactéries (Schroth et al.,

1992).

Les Pseudomonas spp. fluorescents ont été¢ ¢tudies depuis des décennies pour leurs

effets bénéfiques sur la stimulation de la croissance et la suppression efficace des maladies

9
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telluriques des plantes (Bakker et al., 2007). Ces rhizobactéries possedent de nombreuses

caractéristiques qui permettent leur utilisation dans la protection des cultures agricoles

(Weller, 2007).

Le groupe de Pseudomonas spp.fluorescents représente selon Botelho et Mendonca.
(2000) :

1) Les especes phytopathogeénes a cytochrome ¢ oxydase-positive, comme P. cichorii, P.
marginalis et P. tolaasii.

2) Les Pseudomonas spp. fluorescent phytopathogeénes nécrogeénes sans cytochrome c
oxydase : P. syringae et P. viridiflava.

3) Les non-phytopathogenes, des souches non-nécrogenes, tels que P. fluorescens, P.

putida, P. chlororaphis, P. aureofaciensetP. aeruginosa espece type.

1.2.3. Caractérisation phénotypique

Différentes critéres ont été utilisés pour I’¢laboration d’un systéme de classification des
especes de Pseudomonas. Ces bactéries ont été caractérisées phénotypiquement en se basant
sur plusieurs caractéristiques : la morphologie, la pigmentation, la réaction aux colorants et les

exigences nutritionnelles (Jonhson et Palleroni, 1989; Palleroni, 1993).
1.2.4. Caractérisation génotypique

Le genre Pseudomonas englobe un groupe des bactéries tres diversifié et représente un

degré remarquable de capacité d’adaptation physiologique et génétique (Spiers et al.,2000).

Le génome de Pseudomonas varie de taille entre 6 et 7 Mpb par rapport a plus d'une
centaine de génomes bactériens séquenceés, seulement une partie d'entre eux sont plus grands
que les génomes de Pseudomonas (Jensen etal.,2004). Le pourcentage G+C compris entre 58
et 70 (Meliani, 2012).

L’espéce P.fluorescens compte parmi les especes qui présentent une forte
hétérogénéité phénotypique et génotypique. En 2000,Bossis et al., ont rassemblé des
informations concernant les différentes études taxonomiques entreprises au sein de 1’espéce P.
fluorescens.L.’espece comprend maintenant 7 biovars,dont 1’appartenance repose sur
I’assimilation de différents éléments carbonés. L’utilisation de clé dichotomique (Bossis et
al.,2000), ainsi que le sidérotypage permettent de déterminer avec précision 1’appartenance

d’une souche bactérienne a un biovar donné.

10
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1.3. Effets bénéfiques des rhizobactéries sur les plantes

Certains microorganismes, principalement des bactéries telles Arthrobacter,
Azotobacter, Azospirillum, Bacillus, Enterobacter, Pseudomonas, Serratia et Streptomycesspp
sont capables de coloniser efficacement les systémes racinaires. Elles influencent de manicre
bénéfique la plante en stimulant sa croissance (voie directe) et/ou en la protégeant contre des
infections par des agents phytopathogénes (voie indirecte). Ces bactéries de la rhizosphére
sont alors reprises sous le terme PGPR (Plant Growth-PromotingRhizobacteria) (Rabhi,

2011)(fig.03).

Rhizobactéries promotrices de la croissance wegetala |
| (PGPR) J
| Promotion directe de la | Promaotion indirecte de Ia
croissance veégetala croissance végétale
(Biofertilisants) (Biopesticides)
..L Fixation d "azote | | Production d antibiotiques }-_—
——"'[ Production des sidérophores ] : Production des sidéraphores |"'——
—ihi Solubilisation du phosphate | ! Resistance systémigue imduite ;-—
- Solubilisation du potassivm | L Praduction das enzymas Iytigues _}i—
_J- Production des phytochormones 1§ Production dexo- |
| {phytostimulation) | | polysaccharides |
I =
Production d "acide Froduction Froduction des cytokinines at
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Figure 03 : Les principaux mécanismes d’actiondes PGPR sur la croissance des plantes

(Gupta., et al. 2015).
1.3.1. Effet direct

e Stimulation de la croissance des plantes
Les Pseudomonas spp. fluorescents sont connues comme promotrices de la nutrition et
la croissance des plantes par la fixation d’azote et 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).
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a. Fixation d’azote

L’azote (N) est le nutriment le plus vital pour la croissance et la productivité des
plantes. Bien qu’il y ait environ 78 % de N2 dans I’atmosphere, il n’est pas disponible pour les
plantes en croissance (Muness, 2013).

Le processus de la fixation biologique d’azote par des interactions symbiotique ou non
symbiotique entre le microbe et les plantes reléve uniquement du domaine procaryotes grace a
la nitrogénase, une enzyme catalysant la réduction de I’azote atmosphérique en ammoniac

(Rabhi, 2011 ; Sushantoet al.,2017).

b. Solubilisation du phosphate

Le phosphore et le deuxiéme nutriment important limitant la croissance des plantes
apres 1’azote, il est largement disponible dans le sol sous deux forme organique et inorganique
(khan et al., 2009). Il joue un rdle pratiquement important dans tous les processus
métaboliques majeurs dans les plantes, y compris la photosynthése, le transfert d'énergie, la
transduction du signal, la biosynthése macromoléculaire et la respiration (Khan et al., 2010).
Malgré son abondance dans le sol il n’est assimilable par les plantes qu’une fois solubilis¢. La
solubilisation des phosphates est la capacit¢ des microorganismes de convertir le phosphate

insoluble a une forme accessible. (Chaiharn et lumyong,2009).

¢. 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+), 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(Compant et al., 2005).

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. Ils jouent également le role de chélateurs de métaux rhizosphérique

ayant une faible disponibilité pour les plantes tels le Zn et Pb (Rabhi, 2011).

® Production des phytohormones
Une large gamme de microorganismes trouvés dans la rhizosphére est capable de produire
des substances qui régulent la croissance et le développement des plantes. Les rhizobactéries

favorisant la croissance des plantes produisent des phytohormones telles que les auxines, les
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cytokines, les gibbérellines et 1'éthyléne peuvent affecter la prolifération cellulaire dans
l'architecture racinaire par la surproduction de racines latérales et de racines avec un

accroissement subséquent de 1'apport d'éléments nutritifs et d'eau (Arora , 2013).

a. Synthese de I’acide indole acétique (AIA)

Cette phytohormone est impliquée dans I’initiation de la division des cellules au niveau
des racines, et de leurs ¢€largissements. Communément produite par les rhizobactéries. Les
rhizobactéries produisant I’AIA sont connues pour leurs capacités a augmenter la croissance
et la longueur des racines. Cet effet résulte en une surface racinaire plus grande, et une
accessibilité pour plus de nutriments pour la plante (Mezaache, 2012). Patten et Glick,
(2002) ont rapporté le réle de I’AIA produit par P. putida, chez la plante hote, dans le

développement de son systéme racinaire.

b. L’éthylene

L'éthyléne est une phytohormone clé¢ qui a une large gamme d'activités biologiques
peut affecter la croissance et le développement des plantes dans un grand nombre de facons
différentes, y compris la promotion de I'initiation des racines, l'inhibition de I'allongement des
racines, la promotion de la maturation des fruits, la promotion du flétrissement inférieur, la
stimulation de la germination des graines, la promotion de I'abscission des feuilles, Activation
de la synthése d'autres hormones végétales (Glick et al., 2007).

Les Pseudomonas spp. fluorescents sont des producteurs d’ACC-désaminase. La
transformation des Pseudomonas spp. fluorescents par des génes codant cette enzyme, permet
a celles-ci de croitre sur un milieu dont la seule source de carbone et d’azote est ’ACC, et de
stimuler 1’¢longation des racines. Cette stimulation de la croissance est aussi exprimée dans
des situations de stress, tels que les inondations, ou encore dans les sols contaminés par les

métaux lourds (Mezaache, 2012).

e Induction de la résistance systémique des plantes (ISR)
Certains bactéries peuvent avoir un effet protecteur en induisant elles aussi, des
mécanismes de défense des plantes via la résistance systémique induite (ISR) permettant aux

plantes de mieux se protéger contre 1’attaque éventuelle de pathogeénes (Van Loon,2007).
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Le phénomeéne d’induction de la résistance se traduit par une augmentation de la
capacité de se défendre contre un large spectre d’agents pathogene (fongiques, bactéries et
viraux) (Pieterse et al., 2002).Certaines souches de Pseudomonas spp. fluorescents peuvent

intervenir dans l'induction systémique de la résistance des plantes

(InducedSystemicResistance, ISR) (Kloepper etal.,1992) (fig.04).

Figure 04 : Représentation schématique des métabolites secondaires produits par les
Pseudomonas fluorescents dans la rhizosphere
(Mishra et Arora,2017).
1.3.2. Effet indirect
Elle concerne la modification des équilibres microbiens au niveau de la
rhizosphere (Kloepper et Schroth, 1981).Les Pseudomonas spp. fluorescentsprésentent

des propriétés prometteuses dans la lutte contre les agents phytopathogeénes et la

14



Chapitre | Synthese bibliographique

préservation de 1’environnement tellurique, ils peuvent méme étre une source de geénes
d’intérét dans la transgénese végétale. (Van Loon et Glick, 2004).

Un des mécanismes des effets bénéfiques de certaines souches de
Pseudmonoasspp. fluorescents repose sur [’activité antagoniste qu’ils exercent a
I’encontre de microorganismes pathogenes responsables de maladies et d’altération de la

physiologie et de la croissance végétale (Benchabane, 2005).

e La compétition trophique

Dans certains cas, les rhizobactéries a croissance rapide peuvent éliminer les
pathogénes fongiques par wune compétition pour le carbone et les sources
d’énergie(Rabhi,2011).

La compétition peut s’instaurer pour I’espace et pour les nutriments. Méme si le role
de la compétition pour I’espace ne peut pas étre complétement exclu, I’essentiel des travaux
relatifs a la compétition exercée par les Pseudomonas spp. fluorescents porte en particulier sur
la compétition trophique pour le fer (Heming, 1986; Leong, 1986; Loper et Buyer, 1991).
Celle-ci s’exerce principalement par le biais des sidérophores qui peuvent stimuler
directement la croissance des plantes par I’augmentation de la disponibilit¢ du fer aux
environs des racines ou indirectement en privant les phytopathogénes de ces ions
indispensables a leur activité biologique ; privés de fer, ils voient leurs croissance inhibée

(Leong, 1986; Seong et Shin, 1996 ; Guetterson, 1990; Cook et al., 1995).

e L’antibiose

L’antibiose consiste en une inhibition directe de la croissance du pathogéne via la
production de métabolites aux propriétés antifongiques et/ou antibiotiques. Les souches de
Pseudomonas produisent une variété de métabolites antifongiques puissants impliquées dans
le biocontrdle, par exemple I’acide cyanhydrique (HCN), la viscosamide, la pyolutéorine, le
2,4-diacetylphloroglucinol (DAPG), la pyrrolnitrine, les phénazines... (Defago, 1993).Ces
métabolites produits a faibles concentrations peuvent inhiber la germination, la croissance
mycélienne et/ou la sporulation des agents pathogénes (Montesinos et al., 2009).

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(Rabhi, 2011).Les bactéries du
genre Pseudomonas sont connues pour leur activité antagoniste envers plusieurs

phytopathogenes(Haas et Defago, 2005).
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a. Enzymes dégradent les parois fongiques

L’excrétion d’enzymes qui dégradent les parois cellulaires fongiques est fréquemment
impliqué dans les attaques des champignons phytopathogénes (Picard et al., 2000). La lyse
des parois cellulaires, par les enzymes dégradatives excrétées par les microorganismes est une
fonction bien connue, la chitinase et la cellulase sont d’importantes enzymes spécialement
dans le controle fongique, par leurs activités dégradatives des parois cellulaires tels que : la
chitine, et les ponts glucosidiques(Schroth et Hancock, 1981).Les microorganismes
excrétant la chitinase ont été rapportés comme des agents de biocontrole efficaces (Ordentich
et al., 1988). Nielsen et al., (1998) ont rapporté¢ que dans la rhizosphére de la betterave a
sucre, les  Pseudomonas  spp.fluorescentsinhibaient R.  solanipar  production
d’endochitinase(Tab.II)
Tableau II: Quelques exemples récents d’agents de contréle biologiques a base de

Pseudomonas spp. fluorescents.

Agent de Plante Pathogénes a Références
controle contréler
P. fluorescens Olivier Verticilliumdahliae Slusarski (2004)
Pseudomonas sp Aubergine Ralstoniasolanacearum Ramesh et a/.2009
P. putida Tomate Fusarium oxysporum Validov et a/ (2009)
PCL1760

P.putidastrain P9 Pomme de terre  Phytophthora infestans ~ Andreoteet al. (2009)

Pseudomonas sp Plusieurs Divers champignon Verma et al. (2007)
plantes
P. fluorescens Riz Rhizoctoniasolani Anitha et Arun-Das
(2011)
P. fluorescens Concombre Phytophtora drechsleri Maleki et al. (2011)
(Amkraz, 2013).

1.4. Effet de stress abiotique sur ’efficacité des Pseudomonas spp. fluorescents
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1.4.1. Notion de stress

Selon Dutuit et al., (1994), le stress est le dysfonctionnement (rupture d’un équilibre
fonctionnel) produit dans un organisme ou dans un systéme vivant, par exemple par une
carence. Le stress est un ensemble de conditions qui provoquent des changements de
processus physiologiques résultant éventuellement en dégats, dommages, blessures, inhibition
décroissance ou de développement. D'aprés Jones et al., (1989),c’est une force ou influence
hostile qui tend a empécher un systéme normal de fonctionner. Au niveau cellulaire, un stress
est caus¢ par la variation d’un parameétre environnemental qui entraine la mise en place des
mécanismes de régulation de I’homéostasie. Les organismes sont généralement soumis a deux
types de stress : les stress biotiques (dus a une agression par un autre organisme) et les stress

abiotiques (qui sont dus principalement a des facteurs environnementaux) (Bouzid, 2010).

Plusieurs facteurs influencent la croissance et l'activité des populations bactériennes
dans le sol (Jensen et Nybroe, 1999; Smalla et al., 2001). Il s'agit essenticllement de la
température, de I'humidité, de la taille des pores des particules de sol, de la qualité et de la

disponibilité des nutriments et les types de stress (Josephson et al., 2000).
1.4.1.1.Stress abiotique

Les structures des communautés microbiennes de la rhizosphére sont variables et
dépendent de nombreux facteurs abiotiques (Noguez, 2005; Colares et Melo, 2013).
Plusieurs études suggerent que les caractéristiques des sols (Marschner et al., 2001; Valé et
al., 2005; Singh et al., 2007; Tian et al., 2009; Xu et al., 2009; Raynaud, 2010; Sanaullah
et al., 2011; McGahan et al., 2014), sont les facteurs les plus importants dans le modelage
des structures des communautés microbiennes de la rhizosphére. Par exemple, le pH est 'un
des forts prédicateurs de la composition des communautés bactériennes et de la diversité mais
suivant le type de sol et d’autres facteurs peuvent agir sur la structure des communautés
comme la disponibilité des nutriments, la solubilit¢ des métaux et le contenu en carbone
(Asuming-Brempong et al., 2008; Sul et al, 2013) et en azote (Fierer et al., 2003),
I’humidité des sols, la salinité (Nelson et Mele, 2007; Rajendhran et Gunasekaran, 2008;
Buyer et al., 2010) et les variations climatiques (Lauber et al., 2009). Au cours du temps, le
sol subit des changements, qui augmentent la complexité globale de 1'environnement de sol
(Zhou et al., 2014). Comme exemple, Buyer et al., (2010), rapportent que la température,
humidité, pH et texture de sol contrélent la biomasse et la structure des communautés

microbiennes dans la rhizosphére de tomate.
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1.4.2. Pseudomonas spp.fluorescents face aux stress abiotique

Divers rhizobactéries, regroupées sous le terme PGPR, ont une capacité a promouvoir
la croissance de leur plante hote par des effets sur : la nutrition, I’architecture racinaire ou la
santé de leur partenaire végétal (Groveretal., 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 etal., 2009).

1.4.2.1. Effet de la salinité sur la croissance bactérienne

L’augmentation des concentrations externes en sel pose un probléme sérieux pour
toutes les cellules vivantes di a la perméabilité des membranes provoquant ainsi une perte
d’eau suite a ’augmentation des teneurs en sel et ceci, se terminera par la mort des cellules
(Saum et Miiller, 2007). Les effets du stress salin sur 1’activit¢é microbienne dans un sol
donné sont complexes et imprévisibles du fait des interactions possibles entre les ions, les
bactéries et les particules du sol. De fagon générale, les taux élevés de salinité inhibent la
croissance de nombreuses bactéries du sol(Polonenkoetal., 1986 ; Rai, 2017). Une
corré¢lation négative existe entre le nombre de la flore microbienne et la concentration des sels
solubles (Ragab, 1993; Rai, 2017).

Selon Moradi etal., (2011), la salinit¢ du sol est considérée un facteur de stress
réduisant la diversité des microbes en affectant leurs fonctions et leurs activités. Le Na Cl
affecte considérablement la croissance des microorganismes. Les populations fongiques,
bactériennes (et actinomycetales) diminuent significativement en présence de 5% de Na Cl).
(Omar et al., 1994). 1l a été rapporté que les chlorures sont plus toxiques que les sulfates
(Elhilali, 2006).

En présence de concentrations élevées de Na Cl, la synthése des enzymes, des
ribosomes, des protéines (Kushner etal.,1983) et également celle des antibiotiques est
inhibée (Ng et al.,2014). L’activité des nitrogénases, I’infection mycorhizale ainsi que la
nitrification diminuent a des taux variant de 50%-70% (Nelson et Mele, 2007). Le Na Cl peut
limiter la symbiose par la réduction de la prolifération et la survie de Rhizobium sp. par
exemple en ralentissant les processus de colonisation bactérienne et par le mauvais
fonctionnement des nodules au niveau des racines (Singleton etal., 1982).

Dans leur habitat naturel, les micro-organismes sont fréquemment exposés a des
variations de pression osmotique du milieu environnant. En effet, la salinité ¢élevée du sol peut
interférer avec la croissance et 1’activité des bactéries. Une diminution de celle-ci dans les sols

salins conduit a une accumulation de la matiére organique non dégradée, ce qui agit
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négativement sur la disponibilité des nutriments nécessaires a la croissance végétale (Zahran,
1997). Une augmentation brusque de 1’osmolarité du sol modifie la disponibilité de 1’eau a la
cellule. L’abaissement de 1’activité de I’eau extérieure a pour conséquence de modifier le
volume cellulaire. Elle modifie aussi la pression de turgescence qui constitue la force
mécanique nécessaire a 1’¢longation de la cellule durant la croissance (Csonka, 1989). La
membrane cytoplasmique des bactéries est perméable a 1’eau mais constitue une barricre
efficace vis-a-vis des solutés du milieu et des métabolites présents dans le cytoplasme
(Csonka, 1989). La circulation des molécules d’eau a travers cette bicouche lipidique est
accélérée par la présence de canaux dits aqueux (Kempf et Bremer, 1998). Si les bactéries
n'ont aucun moyen de répondre ou de s'adapter a ’augmentation de la force ionique (Na+, CI-
) dans le sol, le flux rapide de I’eau vers 1’extérieur conduira a la plasmolyse cellulaire (Le

Rudulier et al., 2002).

1.4.2.2. Effets du stress hydrique

La sécheresse influence le mouvement des bactéries mobiles comme les rhizobiums
etla distribution de la microflore du sol, ce facteur affecte également la diversité des
populations
Rhizobiales(Hussain et al., 2010). La modification des cellules rhizobiennes par le stress
hydrique méne a une réduction dans I’infection et la nodulation (Zahran, 1999).

Les especes de Pseudomonas ont un métabolisme tres diversifié, ce qui signifie son
pouvoir d’habiter une grande variété d’écosystémes a partir des eaux douces jusqu’aux
milieux hypersalins (D’Souza-Auletal., 1993 ; Pocarderal., 1994). Les espéces fluorescentes
de Pseudomonas sont dominantes dans les régions a faible concentrationde sel,tandis que les
régions salées sont occupées par des especes halotolérantes représentées par Pseudomonas
alcaligenes et Pseudomonas  pseudoalcaligenes (Rangarajanetal., 2001).
L’adaptationd’especes de Pseudomonas a 1’osmolarité du milieu extérieur passe, notamment,
par ’accumulation des solutés compatibles a I’intérieur du cytosol(Rabhi, 2011).

Il existe deux différentes stratégies utilisées par les microorganismes halophiles afin
de balancer la pression osmotique du cytoplasme avec celle du milieu externe. La premiére
consiste a I’accumulation du potassium et du chlore. Cette stratégieexige une adaptation
extensive de la machinerie enzymatique intracellulaire au sel, de plus, les protéines doivent
maintenir leurs propres conformations et activités. Pour la plupart des groupes halophiles,
cette stratégie n’est pas largement utilisée. La deuxi¢me stratégie, plus répandue, consiste en

I’accumulation de solutés organiques afin de controler les activités hydriques internes, de
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maintenir le volume cellulaire approprié¢ et de protéger les macromolécules intracellulaires des

microorganismes soumis aux conditions salines(da Costa etal., 1998 ; Lamosaet al., 1998).

1.4.2.3.Effets de la température

La température est unfacteur qui détermine la nature et les conséquences des
interactions rhizobactéries — plantes (Digat, 1994). Les températures élevées peuvent donc
affecter in situ les populations microbiennes et leurs activités
physiologiques(Benchabane,2005).Les températures ¢levées engendrent la déshydratation et
la dégradation des enzymesde la voie métabolique des bactéries, par contre, les basses
températures entrainent lagélification de 1’eau cellulaire et ’inactivation, parfois irréversible
des enzymes (Cloutieretal., 1992).Kulkarni et Nautiyal, (1999) ont rapporté¢ que la

température optimale pour la pluparts des rhizobiums est entre 25 et 30°C.

1.4.2.4. Effets du pH

L’acidité affecte la croissance et la survie des rhizobia a I’état libre dans le sol.
Deméme, leur multiplication dans la rhizospheére, I’infection de la racine, la formation
desnodules ainsi que la croissance de la plante sont trés touchées par I’acidité par les facteurs

qui lui sont associés (Zerhahi, 2000).
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Notre travail qui portesur 1’isolement, sélection et I’identification de Pseudomonas
spp. fluorescents performante résistante aux stress biotique et abiotique a été réalisée au
niveau de laboratoire de projet de fin d’étude (PFE) de département de biologie et physiologie
cellulaire de la faculté des sciences de la nature et de la vie de I’université Saad Dahlab Blida

sur une période de 4 mois allant de février jusqu’ au mai .
I1.1. Matériel
I1.1.1. Matériel non biologique

Le matériel non biologique représenté par, la verrerie, I’appareillage et les milieux de

culture est consigné en annexe 01 et 02.
I1.1.2. Matériel biologique

I1.1.2.1.Le sol

Le sol utilisé pour 1’isolement des Pseudomonas aété prélevé en février 2019 a partir de
la rhizosphere de tomate situé a Sidi Ali dans la région de 1’Arbaa, au Nord-Est de la wilaya
de Blida(Fig.05). Les échantillons du sol sont prélevés aseptiquement a partir de la couche
sous-jacente (rhizoplan) a une profondeur de 10 -15 cm, aprés avoir écarté la couche
superficielle du sol, les échantillons ont été prélevés dans trois endroits, puis mélangés pour
obtenir un échantillon de terre représentatif, ensuite séchés a 1’aire libre et tamisés a travers un

tamis de 2 mm de diamétre. Il est transporté au laboratoire et maintenus a 4 °C (fig.05)

Plante de la
tomate.

Rhizosphere.

Figure 05 : (A)Zone d’échantillonnage.

(B) : Localisation géographique de la zone de prélévement (Google Earth).
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I1.1.2.2.Les souches fongiques

Pour évaluer I’activité¢ antagoniste des souches bactériennes, nous avons utilisé trois
formes spéciales de Fusarium oxysporum(F. oxysporum f .splycopersici, F.oxysporumf
.spliniet F.oxysporumf.spalbedinis). Ces souches fongiques appartient a la collection du

laboratoire de mycologie (département de biotechnologie I’université Blidal).

I1.2. Méthode
I1.2.1. Isolement des souches de Pseudomonas spp. fluorescentsa partir du sol
I1.2.1.1. Préparation des dilutions

A P'aide d’une micropipette de 1000l une série de dilution décimale (107" 4107'°) a été
préparée pour I’échantillon du solrhizosphérique.1g du sol adhérant aux racines a été introduit
dans 9 ml d’eau distillée stérile.La dilution de 10™" est ainsi obtenue et soumis a une agitation
continue pendant 10 minutes. Par la suite une série de dilution décimale a été réaliser jusqu’a

I’obtention de la dilution 10"°(fig.06).

Figure 06 :Préparation des dilutions décimales.
I1.2.1.2. Mise en culture
100ul de chaque dilution ont été prélevé puis étalés sur le milieu King B (Annexe 01).

Chaque dilution est ensemencée en triplicate.Les boites de pétri portante les indications

nécessaires (dilution, la date) ont été incubées a 30°C pendant 24a48h.

Apres incubation,les colonies d’aspects différents, fluorescentes sous UV (365nm), ont
fait I’objet d’une purification sur le milieu King B (King et al., 1954) (Annexe 01) puis

désignées par un numéro de code(fig.07).
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Figure 07 :Ensemencement de dilution par étalement.

11.2.1.3. Purification des souches :

La pureté des souches bactériennes de Pseudomonasspp. fluorescents a été vérifiée sur
le milieu King B (King etal.,1954) (Annexe(01) en réalisant plusieurs repiquages successifs

jusqu'a I’obtention des souches pures.
I1.2.1.4. Conservation des souches :

Les souches de Pseudomonas spp. fluorescentspures sont conservées en milieux KB

sur des tubes incliné a -20°C (fig.08).

Figure 08: Conservation des souches dans des tubes inclinés.

I1.2.2. Test d’activité antagoniste in vitrodes souches de Pseudomonas spp. fluorescents

Le pouvoir antagoniste des isolats de Pseudomonas spp.fluorescentsa été déterminé
par I’inhibition de la croissance mycélienne de champignon phytopathogeéne. La
détermination de [I’activité antagoniste in vitrodes souches de Pseudomonas
spp.fluorescentsvis-a-vis de trois souches fongiques de Fusarium oxysporum (G1,G2 et F2) a
été réalisé sur trois milieux différents (PDA, King B et Mixte) (Annexe01) par la méthode de

confrontation direct. Cet essai a été réalisé en deux étapes :
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1) Une premiere étape préliminaire ou 1’isolat fongique a ¢été confronté aux quatre
souches de Pseudomonas en méme temps. Les observations ont porté sur I’existence
ou I’absence d’une inhibition de la croissance mycélienne.

2) Dans la deuxiéme étape, chaque souche bactérienne ayant montré une activité
antagoniste notable a été confrontée seule avec 1’isolat fongique, dans une disposition
en deux ligne paralléles bactériens aux extrémités opposées de la boite et 1’isolat

fongique au centre.
I1.2.2.1.Purification des souches fongiques

La wvérification de la pureté des souches fongiques a été réalisé aprés plusieurs
repiquages par transplantation successif des disques de champignons de 7 jours dans des
boites de Pétri contenant le milieu PDA (Potato Dextrose Agar) (Annexe0O1) (Johnston et
Booth, 1983) (fig.09). Ces derniers ont été incubés a 28°C pendant 7 jours. Les souches

purifiées ont été conservées a 4°C.

ay

Figure 09: Purification des souches de Fusarium oxysporum sur milieu PDA.

(A) : G1, Fusarium oxysporumf.sp. albedinis (Foa).
(B) : G2, Fusarium oxysporumf.sp. lycopersici (Fol).
(C) : F2, Fusarium oxysporumf.sp. lini (Foln).
I1.2.2.2.Test préliminaire de I’activité antagoniste des souches de Pseudomonas spp.

fluorescents

Le test préliminaire a été ¢tudié en utilisant la méthode de diffusion sur gélose
(Sagahon et al.,2011), dans le but de sélectionner les souches ayant présentées un pouvoir

antagoniste vis-a-vis des isolats fongiques (G1, G2 et F2).
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Chaque culture bactérienne est ensemencée en spot a 3 cm du centre de la boite de
Pétri (4 spots bactériens par boite) (fig.10) contentant le milieu KB (Annexe 01). Ces derniers
ont été incubés a 28°C pendant 18 a 24 h. Un disque de gélose de 6 mm de diametre de la
culture de chaque champignon est déposé sur la gélose KB au centre de la boite de Pétri
(fig.11). Un témoin négatif de la souche fongique est testé en absence de bactéries. Les boites
sont incubées a 28°C pendant 7 jours. Trois répétitions ont été¢ effectuées pour chaque

interaction.

Spot bactérien

Disque fongique

Figure 10:Réalisation de test préliminaire.

(A) : Préparation des boites.(B) :Ensemencement des souches de Pseudomonas spp.fluorescentssous
forme de spots.

Figure 11:(A) : Prélévement d’un disque fongique.

(B) : Transplantation d’un disque fongiqueau centre de boite Pétri contient quatre souches de

Pseudomonas spp.fluorescents.
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11.2.2.3.Test d’antagonisme in vitro des souches de Pseudomonas spp. fluorescents

Pour évaluer le degré d’inhibition de la croissance mycélienne des trois formats
spéciaux de F. oxysporum, nous avons confronté un isolat de F. oxysporum aux souches de
Pseudomonas spp. fluorescents. Cette évaluation de 1’inhibition de la croissance mycélienne a
¢té réalisé sur trois milieux différents: le milieu PDA (favorable au développement des
champignons), le milieu KB (favorable au développement de Pseudomonas) et le milieu

mixte composé de parts ¢gale des deux milieux.

Le test d’antagonisme fongique a été réalis¢ selon la méthode décrite par vincentet al.
(1991).Les souches de Pseudomonas spp. fluorescents sont étalées sous forme d’une ligne sur
une distance de 1.5 cm a partir des deux bords d’une boite de Pétri contient du milieu gélosé
(fig. 12). Aprés 24 h d’incubation a 28°C, un disque fongique de 6mm venant d’une culture
de 7 jours est déposé au centre de la boite (fig.13).Les boites sont incubées a 28°C pendant

7 jours. Trois répétitions ont été effectuées pour chaque interaction.

"‘
'
J B T
1"-'% Disque fongique
1.5cm
<>/
< f’f Trie bactérien

Figure 12 : Ensemencement des souches de Pseudomonas spp. fluorescents sous forme de
deux stries parall¢les.

Figure 13: Transplantation d’un disque fongique au centre de boite de Pétri contenant la
souche de Pseudomonas spp.fluorescents.
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La réduction du diametre des colonies mycéliennes des champignons pathogéne en
présence des souches de Pseudomonas spp.fluorescents comparé au témoin non inoculé,
indique la présence d’une activité antagoniste ou non. Le pourcentage d’inhibition est calculé

selon la relation suivante (Wang etal.,2012) :

% d’inhibition = (R témoin — R test) / R témoin x 100

R émoin : Distance radicale max de la croissance du champignon.
R ¢t : Distance radicale sur ligne en direction de I’antagoniste.

I1.2.3. Identification des souches antagonistes

L’identification a concerné que les isolats ayant sélectionné sur la base de leur activité
antagoniste

I1.2.3.1. Examens macro et microscopique
a. Examen macroscopique
L’examen macroscopique consiste a étudier a I’ceil nu I’aspect, la taille, la forme et la
couleur des colonies.

b. Examen microscopique

L’observation microscopique permet d’étudier I’aspect morphologique de la cellule
microbienne, donc examiner les bactéries a 1’état frais (examen entre lame et lamelle des

bactéries vivante) et apres la coloration de Gram (Annexe 01).

I1.2.3.2.Caractérisation physiologiques et biochimique
Pour identifier nos souches nous avons utilisé la clé dichotomique pour I’identification

de Pseudomonas spp.fluorescents proposé par Bossis (1995)(fig.14).
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P : Pseudomonas; fluor:fluorescens, chlor:chlororaphis; aure: aureofaciens; put:putida,
bv:biovarTrp : tryptophane, Deni : dénitrification, tar : tartrate ; ara : arabinose.
+ : réaction positive,- : réaction négative.
Figure 14: Cl¢ dichotomique d’identification des Pseudomonas spp. fluorescents(Bossis,
1995).
a.Test de fluorescence
La production du pigment fluorescent a été recherchée sur le milieu King B (King
etal.,1954)(Annexe 01).Apres incubation de 24 a 96 heures a 26°C, le développement du

pigment fluorescent a été révélé sous UV(350-400nm), ou a I’ceil nu dans le cas d’intensité

¢levée en comparaison avec un témoin non ensemence.

b.Test d’argininedi Hydrolase (ADH)

Le systeme enzymatique di Hydrolase de I’arginine permet a certains Pseudomonas de
se développer sous des conditions anaérobiques, selon deux réactions enzymatiques ;
dégradation de 1’arginine en citrculline +NHj3 par I’argininedesmidase et transformation de la
citrculline en ornithine + CO,+NHj par citruculineureidase , I’hydrolyse de 1’arginine a été
testée sur le milieu Moller arginine (ADH5%), les tubes inoculés ont €té recouverts par une

légere couche de vaseline (fig.15) et incubés a 26°C pendant 5 jours. La réaction positive se
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traduit par I’apparition d’une coloration violette suite a 1’alcanisation du milieu due a la

présence de NHj.
_p—

Figure 15: Ensemencement de culture bactérienne sur le milieu ADH.

c. Test d’oxydase

La recherche de I’oxydase présente un intérét taxonomique en ce qui concerne les
bactéries a coloration de Gram négative. Ilconsiste a mettre en évidence la capacité que
possede la bactérie a oxydé un réactif incolore (NN-diméthyle - paraphyléne diamine) en un
dérivé rose violacée.

Le test est réalisé par mise en contact d’'une créme bactérienne jeune de 24h avec un
disque d’oxydase. La réponse indique la présence de cytochrome oxydase se manifeste par
I’apparition d’une coloration violette aprés 10 secondes. La réponse est positive tardive
lorsque elle apparait en retard (10 a 60 secondes) au-delade 60 secondes la réponse est

négative (Hildebrand et al.,1988).
d. Test de gélatine

L’hydrolyse de la gélatine sous 1’action d’une enzyme extracellulaire conduit a la
libération des acides aminés.Cetteréaction se traduit par une transformation du milieu a 1’état

liquide (Gardan et Luisetti, 1981).

Dans des tubes a essai contenant le milieu gélatine (Annexe0Ol), on ensemence par
piqure centrale une créme bactérienne agée de 24h (fig.16).Les tubes a essai sont ensuite
incubés a 25°C pendant 7 a 15 jours. Apres incubation, les tubes ensemencés ainsi que les
témoins non ensemencés sont déposés au réfrigérateur a 4°C pendant 10 minutes pour

favoriser la prise du gel. La gélatinolyse traduit par la liquéfaction du milieu.
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Figure 16: Ensemencement de culture bactérienne par piqure centrale sur milieu

gélatine.
e. Test de levane sucrase

Ce test est réalisé selon la technique décrite par Hildebrand et al. (1988). Il consiste a
ensemencer une culture jeune agée de 24h sur un milieu levane(Annexe 01). Aprés une
incubation de 3 jours a 27°C, la présence de la levane sucrase est indiquée pat 1’apparition

d’une culture bombée muqueuse et brillante.
f. Test de dénitrification

Pour certaines bactéries, la réduction des nitrates aboutit a la formation de nitrate ou
bien d’azote ammoniacal. La réduction des nitrates est testée sur le milieu eau péptoné

nitratée (Annexe01).

Des tubes a essais sont ensemencés avec une créme bactérienne agée de 24h et
incubés a 27°C pendant 5 jours. Apres incubation, deux réactifs spécifiques et révélateurs de
nitrate ont ¢ét¢ additionnés. Si le milieu vire au rose, la souche possede le nitrate réductase, si
par contre il reste incolore méme aprés I’ajoute d’une pincée de zinc, il s’agit d’une

dénitrification des nitrates (Hildebrand et al.,1988).
g. Test d’utilisation de L-tryptophane

Pour réaliser ce test,les tubes a essais contenant le milieu péptonéexempte d’indole
(riche en tryptophane) ont été ensemencés par des cultures bactériennes de 24h. La
transformation du tryptophane en indole se traduit apres addition de quelques gouttes de

réactif de Kovacs par 1’apparition d’un anneau rouge(Bortolatti et al., 2016).
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I1.2.4. Production des métabolites secondaires impliqués dans la phytostimulation et la
lutte biologique

I1.2.4.1.Production de I’acide indole acétique (AIA)

La production d’AIA est déterminée selon la méthode standard de Bricet al. (1991).
Une colonie isolée est étalée sur gélose Luria-Bertani additionnée de : 5 mM de L-
tryptophanne. La gélose est recouverte de papier Whatman n° 1 (80mm de diametre), puis
incubée a 28°C. Le papier est récupéré, puis traité avec le réactif de Salkowski (2% de FeCl3
a 0.5M dans 35% d’acide perchlorique) (Annexe01). Les disques de papier filtre sont saturées
dans une boite de Pétri en les plongeant directement dans le réactif, aprés 10 a 30 min, la
production d’IAA et/ou de ses analogues se manifeste par la formation d’un halo rose rouge
autour des colonies, et pour les souches productrices d’autres types d’indoles la coloration est

jaune a jaune brune (Naik et Sakthivel, 2006).

11.2.4.2Production d’enzymes
a. Phosphatase

La solubilisation des phosphates a ¢été évaluée qualitativement sur milieu
Pikovskaya(PKV)(Annexe 01) (Ahmad et al., 2008), selon la méthode décrite par Mehta et
Nautiyal.(2001).Cette méthode est basée sur la décoloration du Bromo-Phenol-Bleu (BPB)

suite a un abaissement du pH du milieu par production de phosphatases.

Des aliquotes de 100ul de cultures fraiches sont déposées sur la gélose de Pikovskaya,

soit :

Par la méthode d’ensemencement de la culture sur la boite de Pétri. La réaction

positive se traduit par la décoloration du milieu de culture,

Par la méthode de spot (fig.17). Cependant I’apparition d’un halo auteur de spot
indique la réaction positive aprés 96h d’incubation a 28°C. Trois répétitions ont été

effectuées. L’indice de solubilisation a été calculé par la formule suivante :

IS% = [(Diamétre de I’halo (mm) — Diameétre de la colonie (mm)) / Diameétre de la

colonie (mm)] x100
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Figure 17 : Ensemencement des souches de Pseudomonas spp.fluorescents en spot sur milieu
PKV.

b. Lipases

La recherche de lipase a été effectuée par la mise en culture des isolats sur le milieu
TSA additionné de 1% d’acide oléique (Annexe 01).Une réaction positive est marquée par
I’apparition d’un halo autour des colonies aprés 07 jours d’incubation a 28°C

(Degrootetal.,1991).

c.Les enzymes dégradant les parois cellulaires (CWDE)
e Enzymes protéolytiques
L’activité protéolytique a été déterminée selon la méthode de Smibert et Krieg
(1994), par la mise en culture pendant deux jours d’incubation a 28°C des isolats sur gélose
au lait écrémé (Annexe 01).Le développement d’un halo autour des colonies indique une
réaction positive (Naik et Sakthivel, 2006).Le diamétre de la colonie et de 1’halo qui

I’entourent ont ét€¢ mesurés (Tablll, Annexe 04).
e Cellulase

La production de cellulases est déterminée selon la méthode décrite par
Cattelanetal.,(1999). La gélose M9 (Miller, 1974) supplémentée de 10g de cellulose et 1.2¢g
d’extrait de levures(Annexes01), est utilisée pour tester le pouvoir hydrolytique par
production de cellulases. Les isolats sont étalés puis incubés pendant 8 jours a 28°C. Le
développement d’un halo clair autour des colonies indique une réaction positive

(Vermaetal.,2007).
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e Activité amylolytique

Des cultures jeunes sont déposées sur gélose nutritif additionnée d’amidon(Annexe01)
par ensemencementpartries au centre de la boite de Pétri (fig.18). Apres incubation a 30°C
pendant 48h, une solution le lugol préalablement préparée sera dispersée sur toute la surface
de milieu. La présence de ’amidon dans le milieu donnera une couleur bleue noiratre. Ceci
implique une absence d’activité amylasique. En revanche, si I’amidon est hydrolysé, une zone
claire (un halo) apparaitrait au tour de la créme bactérienne. Ce qui traduit une présence
d’activit¢ amylolytique

Raj et al., 2009)

chez les isolats. (Vinoth

Figure 18:Ensemencement de Pseudomonas spp.fluorescents sur une gélose additionnée

d’amidon.

11.2.4.3.Synthése des antibiotiques
e Production d’acide cyanhydrique (HCN)

La capacité a produire ’HCN par les souches de Pseudomonasest étudiée selon la
méthode de Bakker et Schippers (1987).Une culture bactérienne jeune de 24h de
Pseudomonas spp.fluorescentsa été ensemencée, a I’aide d’une anse, sur le milieu TSA
(Tryptone Soya Agar) (Annexe 01) supplémenté avec 4.4 g/l de glycine. Un disque de papier
Whatman N°1 de 8 cm de diameétre est imprégnés d’une solution de picrate de sodium (5%
d’acide picrique et de 2% de carbonate de sodium) (AnnexeOl) et déposé¢ au fond du
couvercle de la boite (fig.19). La boite est fermée avec du parafilm et incubée a 28°C pendant
96h. Un résultat positif est traduit par un virage de papierWhatman de la couleur jaune a une

couleur orange ou marron, indiquant la production d’HCNparles souches testées.
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Figure 19:Réalisation du test de production d’HCN.
(A) : PapierWhatman imbibé dans une solution de picrate de sodium.

(B) :Dépdt de disque de papier Whatmanau fond du couvercle de la boite.

I1.2.5.Résistance des souches de Pseudomonas spp. fluorescents permanente au stress
abiotique

Le but des tests de I’effet du stress abiotique sur la croissance des souches est de
mettre en évidence 1’aptitude des souches de Pseudomonas spp. fluorescentsaréinitier une

croissance normale dans les conditions optimales, aprés avoir subi un stress abiotique.

11.2.5.1.Stress salin

La tolérance au chlorure de sodium (Na Cl) des souches a été testée sur le milieu NGA
(Nutient gélose Agar) (Annexe 01) additionné de Na Cl aux concentrations de 0, 1, 2, 3, 4, 5,
6,7 et 8%.0n note la croissance bactérienne apres incubation a 26° C pendant 3 a 5 jours

(Benchabane, 2005).

I1.2.5.2.Stress thermique

La résistance au stress thermique a été évaluée par la capacité des souches a reprendre
une croissance normale a 26° C aprés un passage de 48 heures a la température de 41°C
(Mattar, 1993). Un volume de 1ml d’une suspension bactérienne (108 ufc/ml) a servi a
ensemencer 9 ml du milieu liquide Ayers en tube (Annexe 01) (fig.20).La culture a été
incubée pendant 48 heures a 41°C, puis a 26°C pendant 24 heures sous agitation. La
croissance bactérienne a été évaluée par la mesure de la densité optique a 620 nm (fig.21)
apres 48 heures (juste apres stress) et 72 heures (24 h apres le stress), en comparaison avec les

concentrations des témoins incubés uniquement a 26°C sous agitation (Benchabane, 2005).

34



Chapitre 11 Matériels et méthodes

& F*H‘Hf"afmmfﬁﬁ

_ﬁ.'i""“ia“ .Hm

‘ ;Fr .

Figure 20: Ensemencement de la suspension bactérienne sur milieu Ayers.

£

Figure 21 : Test de stress thermique.

(A) : Préparation de suspension bactérienne.
(B) : Mesure de la densité optique.

I1.2.5.3. Stress hydrique

En utilisant le polyéthyléne glycol(PEG) pour préparer les différents niveaux de stress
hydrique osmotique.Un bouillon nutritif additionné de différentes concentrations de PEG a
800M (0%, 20%, 40% et 60%) a été utilisé pour étudier 1’effet de stress osmotique sur les
souches sélectionnées. Un volume de 100l de suspension bactérienne des souches est inoculé
dans 5 ml de bouillon nutritif (Annexe 01) avec une concentration de PEG préparé en tube a

essali, trois répétitions pour chaque souche.

Un témoin négatif correspond a I’inoculation de 100ul d’eau distillé stérile avec un
bouillon nutritif a 0% de PEG. Les tubes ont été disposés sur un secoueur horizontal réglé a
une vitesse moyenne a une température ambiante du laboratoire. Aprés 72h d’incubation, la

croissance des souches sur différents concentrations de PEG a été déterminée en mesurons
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I’absorbance a une longueur d’onde de 300nm en utilisant un spectrophotometre

(Manjunatha, 2017).

I1.2.5.4.Résistance aux antibiotiques
A. Principe

Ce test consiste a testé la résistance ou la sensibilité a la streptomycine, au chloramphénicol et
a l’acide nalidixiqueaux concentrations de 20, 50 et 100ug/ml sur milieu MH liquide et

solide(Annexe01)(Courvalin et Leclercq, 2012).

B. Mode opératoire
e Premier jour

A partir d’une culture bactérienne pure, 2 a 3 coloniesont étéprélevées a 1’aide d’une anse
de platine, inoculées dans 5 ml d’un bouillon nutritif et incubées pendant 18 a 24 h a 26 a

28°C. C’est le bouillon incubé (BI).

e Deuxiéme jour
» 25 ml de Muller-Hinton liquide a été ensemencé avec 0.1 ml du la culture
bactérienne (BI), c’est le bouillon ensemencé (BE).

» Préparation des solutions d’antibiotiques

- Les disques d’antibiotiques ont été préalablement préparés aux concentrations désirées on va
les découper si nécessaire a 1’aide d’un bistouri stérile. On a réalisé la répartition a 1’aide

d’une pince stérile dans chaque tube.

- Ces différents disques d’ATB, ainsi que leur charge et la concentration finale sont illustrés

dans le tableau IV (annexe04)

- 2 ml du BE sont distribuées dans chaque tube contenant les ATB. Apres agitation les tubes

sont incubés a 18 a 24 h 4 26°C (fig.22).
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F_

Figure 22:Test de la résistance aux antibiotiques.

(A) :Ensemencement MH liquide avec la culture bactérienne.
(B) : Préparation des solutions d’antibiotiques.

e Troisiéme jour
Sur une boite de MH, 3stries paralleles de 5 cm sont tracés au verso
(correspondant aux concentrations d’ATB). A 1’aide d’une anse calibré a partir des
bouillons contenant les disques d’antibiotique sont prélevés et ensemencés au niveau

de stries tracées (fig.23). L’incubation a été réalisée a 28°C pendant 18 a 24 h.

Figure 23: Ensemencement de BE sur gélose MH.

¢ Quatriéme jour

Lecture de la boite ensemencée avec les bouillons contenant les antibiotiques. La
lecture se fait par la présence ou pas d’une croissance bactérienne (des colonies) au niveau

de chaque strie.
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I11.2. Discussion

La rhizosphére des plantes est connue pour étre une niche écologique privilégiée pour
les différents types de micro-organismes du sol en raison de la disponibilité des nutriments
riches. Les rhizo-dépots stimulent et sélectionnent la communauté microbienne associée a la

rhizosphere des plantes, ou la communauté bactérienne est la plus influencée (Lynch, 1990).

Pseudomonas spp.fluorescents sont parmi les especes bactériennes les plus étudiées a
I’échelle mondiale grace a leur trés vaste distribution dans les niches écologiques et aux
méthodes simples de culture. Ces bactéries sont présentes dans presque tous les écosystémes
mémes les habitats extrémes. Cette abondance refléte le caractére adaptatif de ces souches qui

a ét¢ déja mis en évidence par Latouretal.,(1996) concernant les souches P.fluorescens.

Cette ¢tude consiste a isoler des rhizobactéries a partir d’un échantillon de sol de la
tomate prélevé de la région du I’ ArbaaBlida. 28 souches de Pseudomonas spp. fluorescentsont

¢té isolées en se basant sur la présence d’un pigment jaune verdatre fluorescent sous UV.

Concernant 1’activité antagoniste, les résultats obtenus ont montré que le degré
d’antagonisme varie d’une souche a 1’autre. Nos résultats sont intéressants par le fait qu’ils
rendent compte du potentiel antifongique des rhizobactéries antagonistes trés important.
Parmi les 28 souches isolées,22 souches ont manifestées une action inhibitrice vis-a-vis le

champignon phytopathogene :F.oxysporum.

Le diameétre des colonies mycéliennes de F. oxysporum a été réduit fortement
en présence des souches antagonistes de Pseudomonas, comparé¢ au témoin non inoculé.
L’action inhibitrice la plus forte est estimée a 83.88% pour la souche P17 vis-a-vis de Foa
(G1) sur le milieu PDA, 81.86% pour la souche P8vis-a-vis de Foln (F2) sur le milieu KB. La
souche P14 montre la plus faible action inhibitrice avec un pourcentage d’inhibition de
6.4%vis-a-vis de Fol (G2) sur le milieu mixte.Les résultats obtenus, dans nos essais
d’antagonisme in vitro, montrent que l’effet antagoniste exercé n’est pas spécifique, les

spectres d’action des souches de Pseudomonas sont variables.

Le test de sélection des souches PGPR in vitro, est une étape indispensable pour la
sélection de souches phytobénéfiques intéressantes avant de passer aux tests in vivo pour

¢éviter les risques d’avoir des souches non intéressantes qui peuvent étre phytopathogeénes.

L’activité antagoniste in vitro dépend non seulement des espéces et souches testées,

mais aussi de la composition du milieu de culture (Digat, 1992 ;Benchabane, 2005).Etant
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donné que la sélection in vitro des souches bénéfiques ceuvre dans une perspective de
localiser celles réunissant le maximum de mécanismes d’inhibition des pathogenes,
I’antagonisme in vitro ne peut pas a lui seul s’imposer comme le critere fondamental de
s¢lection.Ceci pourrait suggérer la présence chez une méme souche de nombreux métabolites,

variables selon le milieu de culture utilisé(Meyer et Abdallah, 1978; Leong, 1986).

La différence dans ’activité antagoniste exercée par ces bactéries peut étre expliquée par la
production d’une ou plusieurs substances antimicrobiennes. Cela dépend de I’espece, de la
nature du métabolite ainsi que la quantité libérée dans le milieu utilis¢ (Kamilova et al.

2005).

Sur le milieu KB, le principal mécanisme mis en cause de I’effet antagoniste des
souches de Pseudomonas spp. fluorescents pourrait liée a la synthése des sidérophores qui
chélatent les ions de fer, suit a la production des pigments fluorescents (Hassal et al., 1991 ;

Digat, 1992 ; Weller et Thomashow, 1993).

Sur les milieux PDA et mixte, ces résultats suggerent que I’activité antagoniste sur les
deux milieux, n’est pas due a I’action de sidérophore, car ces deux milieux ne favorisent pas
la production des pigments fluorescents. Alors nous pouvons suggérer que I’activité

antagoniste a été liée a la production d’autres métabolites secondaires.

Parmi les mécanismes avec lesquels Pseudomonas empéche la croissance des
phytopathogeénes sont la synthése des métabolites secondaires tels que les antibiotiques. Ces
métabolites ont montré leur efficacité in vitro a I’égard des organismes pathogénes(Dahah,

2017).

Les Pseudomonas antagonistes sont en effet connues pour étre productrices d’une
panoplie de molécules inhibitrices tel que les sidérophores, ’HCN et la protéase, qui leur
conférent leurs caractéres d’agents potentiels de contréle biologique de plusieurs

phytopathogenes et agents déléteres des cultures(Haas et Défago, 2005).

Howell etStipanovic(1979), ont été les premiers qui ont montré que Pseudomonas
produit un antibiotique pour le contrdle contre les agentsphytopathogénes.Yuan et al., (2012)
ont not¢ que les composés volatils produits par les bactéries a réduit la croissance du
mycélium et inhibé la germination des spores de F. oxysporum.lLes substances volatiles
produites par les antagonistes pourraient diffuser facilement et inhiber la croissance de l'agent

pathogene in vitro et méme dans le sol, elles diffusent facilement a travers les pores du sol et
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inhibent les pathogeénes. La wvariabilit¢ dans l'inhibition observée entre les souches,

s’expliquerait par la quantité d’antibiotique produite(Wheatley, 2002).

Haas et Defago (2005) ;Weller (2007) ont suggéré la production de nombreux
métabolites antifongiques chez le genre Pseudomonas notamment les phénazines, la
pyolutéorine, la pyrrolnitrine et le DAPG (2,4-diacetylphloroglucinol) Le pouvoir inhibiteur
des composés phénaziques est due a la capacité oxydo-réductrice de ces métabolites qui
induise 1’accumulation de peroxyde d’hydrogene et les radicaux libres qui entrainent la mort

de la cellule en attaquant les membranes et le matériel génétique (Mavrodi, et al. 2006).

Par ailleurs, ce genre bactérien est également capable de synthétiser des sidérophores
appelés pyoverdines ou pseudobactines(Lemanceau et al., 2009). Lee et al., (2010), ont
rapporté sur I'isolement des souches PGPR appartenant au genre Pseudomonasmanifestant un

excellent pouvoir d'inhibition des champignons.

Plusieurs travaux ont également démontréle role de rhizobactéries dans l'inhibition de
F.oxysporum et les mécanismes avec lesquels ils provoquent 1'effet bénéfique (Landa et al.,
1997; Landa et al., 2004 ;Karimi et al., 2012). En outre, I'efficacit¢ d'un agent de contrdle
biologique donne des résultats pour la plupart, non seulement d'un mécanisme unique, mais

d'une combinaison de différents modes d'actions (Alabouvette et al., 1993).

Dans notre étude, les isolements effectués ont permis de sélectionner 28 souches de
Pseudomonas dont 22 souches étant des Pseudomonas spp. fluorescents antagonistes. La
caractérisation phénotypique a été utilisée pour identifier et classer les isolats selon certains
criteres. Cependant ces propriétés nutritionnelles n’ont pas permis de réaliser une
identification totale et précise. Les caractérisations phénotypiques utilisées (morphologiques,
pigmentaires, la réaction avec certains colorants et les exigences nutritionnelles) n’ont pas
permis de réaliser une identification taxonomique totale et précise(Mezaache, 2012). 11 est
admis, chez bactéries rhizosphériques, I’existence d’une trés grande diversité spécifique et
¢cologique, ainsi les méthodes phénotypiques utilisées pour leur taxonomie restent
insuffisantes.

Les études réalisées depuis plus d’un siécle sur ce genre bactérien ont mis en évidence
une complexité dans ses caractéristiques taxonomiques.La majorité des études taxonomiques
sur les Pseudomonasspp. fluorescents a révélé la complexité de la variabilité au niveau des
différentes especes appartenant a ce groupe (Palleroni, 1993 ; Digat et Gardan,1987;

Bossiser al., 2000 ; Palleroni,2015). En effet, il est souvent difficile de réaliser une
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identification précise et de faire la distinction entre les différentes especes (Benchabane,

2005;Garrido-Sanz et al., 2016).

Concernant la production des métabolites secondaire, la mise en évidence de la
production d’AlIA invitro par les souches de Pseudomonas spp. fluorescents sélectionnées,
nous a permis de constater que la totalité des souches étudies sont capable de synthétiser cet
phytohormone en présence de tryptophane. Nos résultats sont en accord avec celles de Naik
et Sakthivel, (2006) et deMezaache, (2012), qui avaient suggéré 1’induction de la production
d’AJA en phase stationnaire de croissance, probablement due a I’induction d’enzymes clé
impliquées dans la biosynthése d’AIA (Oberhansli etal., 1991; Garcia de Salmone et al.,
2001).L’ ATA est un régulateur clé¢ de nombreux aspects de la croissance et du développement
des plantes, notamment la division et 1'¢longation cellulaires, la différenciation, les tropismes,

la dominance apicale, la sénescence, 1'abscission et la floraison (Ahemad et Kibret, 2014).

La biosynthese de I’AIA est largement répandue chez les Pseudomonas spp.
fluorescents, d'une maniére prédominante a partir du tryptophane .Le L- tryptophane est
considéré comme le précurseur de I’AIA, son addition aumilieu favorise et augmente la
synthése de cette hormone (Ali et al., 2009). Cependant, les exsudats racinaires sont une
source naturelle de L- tryptophane pour la microflorerhizosphérique(Kamilova et al., 2006 ;

Dastager et al., 2010 ; Ziam, 2016 ;David et a/.,2018 ).

Par rapport la production d’HCN, Les résultats de notre étude, sur la production de
substances volatile (HCN), ont montré que parmi les 22 souches antagonistes, 16 souches
(72.72%) ont montré une cyanogénése positive. Une différence existe entre les souches en
termes d’intensité de production de I’HCN, celle-ci revient a la variabilité d’expression des
genes (henBet henC) présentés chez les Pseudomonas producteurs. Cette variabilité
permettant de les classer en deux groupes : faibles (P2, P3, PS5, P6, P9, P10, P11, P12, P14,
P15, P16, P17, P18, P19, P26 et P27) et forts producteurs (P1 et P5).L’absence de production
chez certaines souches (P4, P8, P13, P14, P25 et P28) serait due a la perte des geénes
responsable de la biosyntheése (Ramette etal., 2003).

Nos résultats correlent avec les travaux de plusieurs auteur(Fremane et al., 1975 ;
Askeland et Morrison, 1983 ; Siddiqui et al., 2005 ; Frydenlund et al., 2012 ; Reetha et
al., 2014), qui ont montré la capacité des différentes souches de Pseudomonas spp.
fluorescents a produire de ’HCN. Toutefois, nos résultats semblent indiquer I'existence d'une

corrélation entre I’HCN et 1’activité antagoniste. L’HCN détectés peut étre impliqué dans
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I’inhibition de la croissance mycélienne deFoa, Fol et Foln détectés dans les essais
Précédents par confrontation a distance avec les rhizobactéries antagonistes. Les travaux
invitro de Blumer et Haas (2000), confirment notre hypothése ou la croissance de
plusieurschampignonsphytopathogénes a été¢ inhibée suite a la production de HCN via la
phasegazeuse.LLa production de I'HCN par les Pseudomonas est impliquée dans la
suppression de différents agents pathogeénes, en agissant directement sur les cellules en
bloquant les cytochromes oxydases dans la chaine respiratoire.Il contribue également a
I’acquisition de certains ions métalliques en formant des complexes avec ceux-ci (Blumer

etHaas, 2000).

Le test de la solubilisation du phosphore in vitro a révélé que nos souches de
Pseudomonas, a 1’exception de P1, P4 et P§ ont la capacité de solubiliser le phosphore. Cette
solubilisation est indiquée par la formation d’un halo de solubilisation, la variation du
diametre de ce halo montre qu'il y a une variabilité entre les isolats testés avec un IS allant de

19.04 % a 92.30 % ou par changement de la couleur du milieu de culture.

La solubilisation n’est pas due a une production d’acides organiques, mais plutdt a une
production d’enzymes (phosphatases). Les résultats obtenus au cours de cette expérimentation
concordent avec plusieurs travaux qui ont démontré la capacité des bactéries rhizosphériquesa
solubiliser les phosphates (Rodriguez et Fraga, 1999; Verma et al,
2001 ;Mezaache,2012 ; Alemu, 2015 ; Paul et Narayan Sinha, 2016 ).

Elles peuvent étre considérées comme des biofertilisants car ces bactéries sont
capables de libérer une quantit¢ de phosphore supérieure a celle nécessaire a leur
métabolisme, ce qui permet aux plantes d’absorber le surplus (Kloepper etal., 1989).Les
PGPR solubilisent et minéralisent directement le phosphore inorganique ou facilitent la
mobilit¢ du phosphore organique par le renouvellement microbien et/ou augmentent le
systetme racinaire (Richardson et Simpson, 2011).Le phosphore est impliqué dans les
processus métaboliques des plantes, tels que la photosynthése, le transfert d'énergie, la

transduction du signal, la biosynthése macromoléculaire et la respiration (Khan et al., 2010).

Les résultats de la synthése de protéase montrent que 86.36% des souches sont
positivement protéolytiques, ce qui concordent avec les résultats de nombreux travaux
confirment la production d’enzyme de protéase par les souches de Pseudomonas (Koka et

Weimer, 2000 ; Rjamohan et al., 2002 ; Kalaiarasi et Sunitha, 2009).
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Les protéases sont les enzymes industrielles les plus importantes exécuter une grande
variété de fonctions et avoir diverses applications biotechnologique importantes (Kalaiarasiet
Sunitha, 2009). Ils sont des enzymes extracellulaires sécrétées par les bactéries,
principalement les espeéces de Pseudomonas(Rajmohan et al., 2002 ;Mezaache, 2012)). Ils
jouent un rdle dans la dégradation des parois cellulaires fongiques (Stanier et al., 1966 ;

Mezaache, 2012).

D’apres nos résultats, la production de cellulases est négative chez toutes les souches
de Pseudomonas. Ces résultatspeuvent étre expliqués par le fait que ladégradation de la
cellulose est complexe. Elle nécessite l'action synergique de trois catégories d'enzymes. En
effet, seuls quelques organismes ont la capacité de produire de grandes quantités d'enzymes
de dégradation de la cellulose insoluble, en sucres solubles in vitro. Les trois groupes
enzymatiques du complexe de cellulase sont respectivement : endo-f (1-4) glucanases, exo-f3

(1-4) glucanases et B-glucosidases(Mandels, 1981).

La mise enévidence de la synthése d’amylase montre que 17 souches (77.27%) sont
positivement amylolytique. Nos résultats sont concordés avec travaux de ces auteurs

(SunderAlariya et al., 2013 ; Khannous et al., 2014).

Le genre de Pseudomonas est un producteur prolifique d’un certaine nombre
d’enzymes extracellulaire telle que I’amylase (Khannous et al., 2014). Les amylases sont
parmi les plus importantes enzymes dans 1’industrie actuelle. Les bactéries dégradants
I’amidon sont les plus importants pour I’industrie telle que 1’alimentation, la fermentation, le

textile et le papier (SunderAlariya et al., 2013).

Concernant la synthése de lipase, nos résultats montrent que tous les souches testées
sont incapables de produire le lipase, ses résultats sont en contradiction avec plusieurs travaux
prédicants qui ont démontrer la production de lipase par les Pseudomonas(Eijkman,
1901 ;Munimbazi et Bullerman,1998 ;Fickers et al.,2007). Les lipases ont ét¢ mises en
¢vidence en 1901 chez des bactéries telles que Bacillus prodigiosus, Bacillus fluorescens,

Pseudomonas aeruginosa et Pseudomonas fluorescens(Eijkman, 1901 ;Fickers et al.,2007).

Sous des conditions de stress abiotique, les PGPR synthétisent ou accumulent
certaines molécules dites « solutés compatibles », car compatibles avec le fonctionnement
physiologique de la cellule entiére. Ces molécules permettent a la cellule de s’adapter aux

conditions séveres de stress salin, thermique, nutritionnel, oxydatif etc. (Caldas etal., 1999 ;
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Oren, 2003 ; Rai, 2017), de méme, le stress abiotique active chez les PGPR la synthese de
biomolécules actives jouant un rdle dans le captage des nutriments et 1’adaptation de ces
microorganismes et des plantes co-environnantes aux conditions inhabituelles.

Les souches de Pseudomonas spp. fluorescents sélectionnées a la base de ’activité
antagoniste et la production des métabolite secondaire ont ¢été analysées pour leur capacités a
résister aux stress abiotique. Nos résultats montrent que La totalité des 22 souches testées sont
résistées au déférent parameétre abiotique.

La mise en évidence de la résistance au stress salin montre que toutes les souches se
développent aux concentrations de 0 a 7 % en Na Cl. La concentration de 8 % en Na Cl a été
tolérée par 11 souches.La totalité de nos souches ont montré une halotolérance appréciable
aux concentrations de 0 a 8% en Na Cl, Cela se rapproche de 1’étude de Benchabane,
(2005) ; Diaw et al.,(2018).Par contre, ces résultats sontcontradictoires avec ceux de Deshwal
et Kumar, (2013) qui ont montré que certaines souches de Pseudomonas ont une tolérance au

sel pour des teneurs ne dépassant pas 1.17%.

La rhizosphére de la plante de tomate, abritent plusieurs especes de Pseudomonas
spp.fluorescents. Cependant, le comportement des Pseudomonas spp.fluorescents peut étre
directement influencé par la salinité. Il existe une limite de tolérance vis a vis du Na CI (8%)
et au-dela de cette concentration, on a une baisse significative du nombre de colonies.Les
concentrations supérieures entrainent une réduction du nombre de colonies pour tous les
isolats. Il existe un seuil de tolérance au sel pour chaque souche de Pseudomonas. Ces isolats
de Pseudomonas pourraient étre utilisés dans les sols salés afin d’améliorer les rendements
des cultures(Diaw et al., 2018).

La concentration des sels peut €tre ¢levée dans les sols irrigués, surtout en situation de
mauvais drainage ou de sols lourds et les échanges ioniques sont intenses entre les racines, le
sol et la microflore tellurique ; ainsi, I’accumulation de sels peut exercer un effet sélectif

positif sur les microorganismes halotolérants (Benchabane, 2005).

L’activité de ces microorganismes peut étre influencée par plusieurs facteurs parmi
lesquels la salinisation des sols qui est I’un des facteurs limitant la productivité végétale et le

rendement agricole (Baatour et al., 2004 ; Ly et al., 2014 ; Diaw et al., 2018)

Le développement des Pseudomonas spp.fluorescents peut étre influencé par la
salinité. Les souches de Pseudomonas spp.fluorescentsisolées de la rhizosphére de tomate a
montré une variabilit¢ du nombre de colonies en fonction des différentes concentrations en
NaCl. Toutes les souches tolérent le sel jusqu’a la concentration 8%. Ces résultats sont en
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accord avec ceux de Deshwal et Kumar, (2012) qui ont montré que la plupart des
microorganismes ont des besoins limités en sels. Les teneurs en NaCl de 8% ralentissent
fortement la croissance des souches de Pseudomonas spp.fluorescents. Ce phénomeéne est dii
au fait que les teneurs en NaCl supérieures a 8% entrainent un choc hyper-osmotique pour les
cellules vivantes du fait de la perméabilit¢ des membranes cellulaires provoquant une
plasmolyse suite a une augmentation de la teneur en sel. Cette plasmolyse aboutit a
I’inhibition de certaines fonctions cellulaires comme 1’absorption des nutriments, la
réplication de ’ADN ou la biosynthése de macromolécules, ce qui provoque la mort des
cellules (Saum et Miiller, 2007).  La tolérance vis-a-vis du sel est donc un caractére propre
a chaque souche de Pseudomonas. Ces isolats de Pseudomonas pourraient étre utilisés dans

les sols salés afin d’améliorer les rendements des cultures dans ces zones.

Les résultats de la résistance au stress thermique et hydrique montrent que nos souches
ont été insensibles aux stress thermique et hydrique. La température est unfacteur qui
détermine la nature et les conséquences des interactions rhizobactéries — plantes (Digat,
1994).Ce qui concorde avec les travaux de plusieurs auteurs (Digat ,1991 ;Benchabane,

2005).

Les résultats obtenus par le test du stress hydrique montrent que tous les souches sont
tolérantes au stress d’osmolarité ce qui concorde avec les résultats de Manjunatha et
al.,(2017).

Par rapport la résistance au antibiotique, les résultats de nos études montrent que les
souches sélectionnées possédent une résistance de haut niveau aux 3 antibiotiques
testés. Toutes les souches sont résistées a la streptomycinealors que 86.36% sont résistées au
chloramphénicol a 100pg/ml et 72.72% sont résistées a 1’acide nalidixique. Le choix de ces
molécules d’antibiotiques est li¢ au fait que les Pseudomonas spp. fluorescents en sont
communément résistants et elles sont représentatives de 1’état de résistance globale de ces

rhizobactéries aux substances antibactériennes.

De nombreux travaux ont signalé des fréquences ¢élevées de souches bactériennes
rhizosphériques résistantes a divers antibiotiques. Les travaux de Digat et Gardan (1987),
réalisés sur 252 souches de P.fluorescens et de P. putida ont révélé des fréquences de
résistance de 92,4 % vis a vis du chloramphénicol et de 54,59 % vis-a-vis de 1’acide
nalidixique. Avec les sulfamides, les B-lactamines et la clindamycine, les fréquences de
souches résistantes ont dépassé le seuil de 90 %. Alvarez et al., (1995) ont montré sur une

collection de bactéries de la rhizosphére de tomate que 68 % des souches étaient résistantes a
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la streptomycine (100 pg/ml), 44,90 % au chloramphénicol et 90,48 % a 1’oxytétracycline. La
fréquence de souches résistantes aux antibiotiques est élevée parmi les souches
rhizosphériques par rapport a celles du sol non cultivé. La résistance aux concentrations
¢levées d’antibiotiques a été corrélée chez les rhizobactéries a la survie et I’adaptation des

inoculums microbiens aux conditions de la rhizosphére (Dobereiner et Baldani, 1979).

Les résultats obtenus démontrent 1’efficacité des souches de Pseudomonas spp.
fluorescens comme de agents de biocontrole, biofertilisant et phytostimulateurs. Ceci laisse
envisager la possibilité¢ de les exploiter comme des inoculas bactériens dans les prochaines
¢tudes expérimentales en agriculture dans 1’objectif de produire des biopesticides. Ce qui
s’impose comme une alternative aux produits chimiques, tant nuisibles pour I’environnement

que pour la santé publique.
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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.L’étude du réle de Pseudomonas spp. fluorescents dans
la croissance et I’amélioration des espéces végétale constitue a 1’heure actuelle un enjeu

majeur.

Ce travail a eu pour objectifs d’isoler et sélectionner des souches de Pseudomonas spp.
fluorescents performantes pour leurs propriétés de biocontrole, biofertilisants et

phytostimulations des maladies des plantes et leurs résistances au stress abiotique.

La premiere étape qui consistait a isoler des souches bactériennes a partir de la

rhizosphére de tomate a permis de retenir 28 souches fluorescentes.

La sélection que nous avons menée sur les 28 souches isolées nous a permis de retenir

22 souches (78.57%) de Pseudomonas antagoniste contre F.oxysporum.

Les 22 souches de Pseudomonas sélectionnées ont été identifiées phénotypiquement
par des tests morphologiques, culturaux (I’aspect de la fluorescens: jaune-verdatre) et
biochimiques afin de les rapprocher aux trois especes fluorescentes possibles : P.
chlororaphis, P.fluorescens et P.putida.Nos résultats montrent que 22 souches testées

appartiennent au groupe dePseudomonas spp. fluorescents.

Les isolats maintenus testés pour leurs pouvoir promoteur de la croissance végétale ont
pour la plupart manifesté des propriétés phytostimulatricesa travers la synthése d’AIA et / ou
biofertilisant par la capacité de solubilisation des phosphates. Le caractére de biocontrdle est
traduit par I’inhibition de phytopathogenes suite a la production d’HCN et / ou des enzymes
lytique dégradants la paroi fongique.

A travers nos résultats, il ressort queles souches de Pseudomonasspp.fluorescents ont
la capacité de s’adapter aux conditions environnementales. Nos résultats montent que toute les
souches sont résistantes aux effets de salinité, température, stress hydrique et aux

antibiotiques.

Les résultats obtenus jusque-la démontrent ’efficacité¢ des souches de Pseudomonas
spp. fluorescens comme de agents de biocontrdle, biofertilisant et phytostimulateurs. Ceci
laisse envisager la possibilité de les exploiter comme des inoculas bactériens dans les

prochaines études expérimentales en agriculture dans I’objectif de produire des biopesticides.
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Ce qui s’impose comme une alternative aux produits chimiques, tant nuisibles pour

I’environnement que pour la santé publique.

Enfin, ce travail constitue une initiation prometteuse visant le développement d’une

procédure de formulation d’engrais biologiques et de sélection de bactéries utiles en

agriculture. Les résultats de cette étude encouragent le passage vers une « bio-agriculture »

saine et bénéfique a la santé humaine et a I’économie nationale.
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Les perspectives qui résultent de ce travail sont nombreuses et multiples :

Effectuer une identification plus poussée et fiable par des moyens moléculaires tels
que le PCR et le séquengage complet ou partiel pour mieux caractérisée les isolats les
plus actifs.

L’étude de I’effet de pH sur les Pseudomonas spp. fluorescents.

La recherche d’autres métabolites secondaires a I’ origine de ces effets bénéfiques.
L’extraction et la purification des métabolites secondaires responsables de 1’activité
inhibitrices des Pseudomonas.

La recherche des génes impliqués dans la production des métabolites secondaires.
Etudier I’effet de la salinité sur les activités promotrices de la croissance végétale
(solubilisation des phosphates, production d’HCN, activité antifongique,...).
L’introduction de ces souches de Pseudomonas spp.fluorescents comme agent de

biocontrdle dans de nouvelles rhizosphéres a grande échelle.
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Annexes

Annexe 03

Tableau : Résultat de confrontation des souches de Pseudomonas spp.fluorescents vis-a-vis
les trois souches de Fusarium oxysporum.

Foa (G1) Fol (G2) Foln (F2)
Moyennede | 5, | 35 | 351 35| 34| 35 | 38 | 35| 36
KB pathogene(cm)
Ecart type 0.251 0.057 0.152
P1(%) 52.6 50.57 51.6
Moyemnede |5 5, | 54 |, | / / / /
P1 PDA pathogeéne(cm)
Ecart type 0.1 0 0
P1(%) 63.52 0 0
Moyennede |y | 39 | 45 | 45| 47 | 43 | 3 | 31 | 28
MIX pathogéne(cm)
Ecart type 0.15 0.2 0.15
P1(%) 32.33 10 50.66
Moyemnede | 5| 54 | hg 1 35| 36 | 36| 2 | 22| 17
KB pathogeéne(cm)
Ecart type 0.152 0.057 0.251
P1(%) 59.45 49.14 73.83
Moyemede |, | 5 | 54 | / /| 4 | 42| 4
PDA pathogene(cm)
P2 Ecart type 0.208 0 0.115
P1(%) 74.47 0 52.23
pgf}fggeg:(éﬁ) 45 | 43 | 47| 48 | 45 | 43 | 32 | 3 | 3.1
MIX
Ecart type 0.2 0.25 0.1
P1(%) 32.23 9.4 48.33
Moyemnede |51 5 | 54| 4 | 41 | 4 | 36 | 37| 36
KB pathogéne(cm)
Ecart type 0.057 0.057 0.057
P1(%) 58.49 42.42 51.6
Moyemnede | o s 53 | 5 | 47 | 39 |42 | 34 | 4 |37
PDA pathogene(cm)
P3 Ecart type 0.251 0.404 0.3
P1(%) 73.29 49.76 56.47
Moyenne de
pathogéne | 29 | 3 |28 | 46 | 47 |46 | 42 | 4 | 4
MIX (cm)
Ecart type 0.1 0.05 0.11
P1(%) 51.66 74 32.23
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Foa (G1) Fol (G2) Foln(F2)
Moyennede | 3, | 31 | 34 | 4 | 38| 41 |36| 4 |38
KB pathogene(cm)
Ecart type 0.152 0.152 0.2
P1(%) 55.75 43.42 50.26
Moyemnede | o | 15 | 51 ] 55| 48 | 3 | 3.1 |35
P4 | PDA pathogene(cm)
Ecart type 0.404 0.351 0.264
PI(%) 83.17 39.64 62.35
Moyemnede |, | 4 4 |46 | 44| 45 |39 4 |37
MIX pathogene(cm)
Ecart type 0.11 0.1 0.15
PI(%) 31.16 10 35.66
Moyemnede | 55| 30 | 31 | 4 | 38| 4 [31] 3 |28
KB pathogene(cm)
Ecart type 0.351 0.115 0.152
PI(%) 52.6 43.85 60.53
Moyennede |, ;1 »g | 3 4 | 44 | 35 28] 3 |26
P5 | PDA pathogene(cm)
Ecart type 0.152 0.450 0.2
PI(%) 66.23 53.29 67.05
Moyennede | 35\ 35 | 37 | 41 | 44 | 38 |41 41| 4
MIX pathogene(cm)
Ecart type 0.11 0.3 0.05
PI(%) 39.5 18 32.33
Moyemnede | 5o 35 | 4 | 25| 26 | 25 |36/ 35 |36
KB pathogene(cm)
Ecart type 0.251 0.057 0.057
PI(%) 48.49 63.85 52.53
Moyennede |y 5| o1 5 | 16| 2 | 19 [32] 36 | 29
P6 | PDA pathogene(cm)
Ecart type 0.152 0.208 0.351
PI(%) 82.7 78.47 62
Moyemnede | 5| 50 | 95 |33 3 | 32 |29] 3 |29
MIX pathogene(cm)
Ecart type 0.057 0.152 0.057
PI(%) 59 36.8 51.16
Moyennede |5 | 5 | 5o | 51 | 1.8 [12]15] 1.4
KB pathogene(cm)
Ecart type 0.152 0.152 0.152
PI(%) 60.82 72 81.86
Moyemnede | ) | 43 | 39 | / / A A
PS | PDA pathogene(cm)
Ecart type 0.208 0 0
PI(%) 5141 0 0
Moyemnede | 5 1 33 | 35 | 41| 42 | 4 [35]|34]35
MIX pathogene(cm)
Ecart type 0.1 0.1 0.057
PI(%) 4333 13 42.33
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Foa (G1) Fol (G2) Foln (F2)
Moyemnede | 5| g | 5 3 29| 3 |25] 2428
KB pathogene(cm)
Ecart type 0.057 0.057 0.208
PI(%) 59.45 57.71 56.86
Moyemnede | 5 5 3 | 33 f 4y | 45 | 38 | /| /|
P9 | PDA pathogene(cm)
Ecart type 0.251 0.351 0
PI(%) 62.35 51.41 0
Moyemnede |, ;1 55 | 55 | 4 | 4 4 |31] 3 |32
MIX pathogene(cm)
Ecart type 0.115 0.057 0.1
PI(%) 57.33 20.8 43833
Moyennede | 5, | 5o | 37 | 42 | 45 | 44 |34 36 | 34
KB pathogene(cm)
Ecart type 0.152 0.152 0.115
PI(%) 58.08 3771 53.86
Moyemnede | o\ 5 | g\ 38 | 4 | 35 | /| /| J
P10 | PDA pathogene(cm)
Ecart type 0.1 0.251 0
PI(%) 76.47 50.58 0
Moyennede | 5 o 31 | 35 | 27| 3 | 26 [37] 35 |34
MIX pathogene(cm)
Ecart type 0.208 0.208 0.152
PI(%) 445 44.8 41.16
Moyemnede | o 1 351 4 1 35| 35| 36 | 3| 28| 3
KB pathogene(cm)
Ecart type 0.251 0.152 0.115
PI(%) 45.75 43.14 60.93
Moyennede 1y 1 45 | 39 | 41 | 4 | 45 |41 38 |37
P11 | PDA pathogene(cm)
Ecart type 0.152 0.264 0.208
PI(%) 52.58 50.58 5447
Moyemnede | o\ 3 | 99 | 4 | 42 | 44 | 3 | 32 |29
MIX pathogene(cm)
Ecart type 0.1 0.2 0.152
PI(%) 51.66 16 495
Moyennede |-y g |4 140 | 4 4 43|41 4
KB pathogene(cm)
Ecart type 0.057 0.115 0.152
PI(%) 44.79 42 44.93
Moyennede | 4o 1 45 | 43 [ 22| 3 | 20 |45|47]| 4
P12 | PDA pathogene(cm)
Ecart type 0.152 0.435 0.360
PI(%) 49.05 68.23 4823
Moyemnede | 5 1 35 | 3 1 35| 36 | 34 | 4 |38 41
MIX pathogene(cm)
Ecart type 0.2 0.1 0.152
PI(%) 46.66 30 34
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Foa (G1) Fol (G2) Foln (F2)
Moyemnede | 35\ hg | 3 | 36 | 35| 36 | 4 | 41 | 4
KB pathogene(cm)
Ecart type 0.208 0.057 0.057
PI(%) 58.08 49.14 46.26
Moyemnede | 5 ¢l 4 | 39 | 45 | 42 | 39 |24 25| 3
P13 | PDA pathogene(cm)
Ecart type 0.208 0.3 0.321
PI(%) 56.47 50.58 69.05
Moyemnede | 5, | 35 | 34 | 45| 43 | 42 |37 35 |35
MIX pathogene(cm)
Ecart type 0.152 0.152 0.115
PI(%) 44 134 40.66
Moyennede 1) o1 3 | 35 | 35| 38 | 35 |36 38 |36
KB pathogene(cm)
Ecart type 0.305 0.173 0.115
PI(%) 59.86 43.57 51.2
Moyemnede |\ y3 | 41 |36 | 4 | 34 | /| / |/
P14 | PDA pathogene(cm)
Ecart type 0.152 0.305 0
PI(%) 51.41 56.82 0
Moyennede |3 3y | 35 | 47 | 47 | 46 | 4 | 42 | 4
MIX pathogene(cm)
Ecart type 0.1 0.057 0.115
PI(%) 4833 6.8 32.33
Moyennede |55 | 30 1 3 | 31 | 29 |25 26 |24
KB pathogene(cm)
Ecart type 0.057 0.1 0.1
PI(%) 58.49 57.14 60
Moyemnede |45 | 39 | 4 | 37 | 34| 4 |36 33|31
P15 | PDA pathogene(cm)
Ecart type 0.152 0.3 0.251
PI(%) 52.58 56.47 63.52
Moyemnede | 51\ 35 | 99 | 37| 35 | 38 |42 45 | 41
MIX pathogene(cm)
Ecart type 0.152 0.351 0.208
PI(%) 49 234 29
Moyemnede | 5 0| 35 | 31 |34 | 34 | 4 [35]35]| 34
KB pathogene(cm)
Ecart type 0.208 0.346 0.057
PI(%) 5438 48.57 53.86
Moyennede ), |, 4 |43 | 4 | 39 |44]42] 48
P16 | PDA pathogene(cm)
Ecart type 0 0.208 0.305
PI(%) 52.94 5223 4741
Moyennede | o 1 gy | 4o | 42 | 424 | 43 |35 36 33
MIX pathogene(cm)
Ecart type 0.057 0.057 0.152
PI(%) 30.66 15.4 4233
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Foa (G1) Fol (G2) Foln (F2)
Moyemnede | 35\ 35 | 33 | 25 | 26 | 29 |26/ 26 |24
KB pathogene(cm)
Ecart type 0.115 0.208 0.115
PI(%) 53.01 62 66.26
Moyemnede |y o 0 11l 43 | 49 | 5 37| 4 |38
P17 | PDA pathogene(cm)
Ecart type 0.351 0.378 0.152
PI(%) 83.88 4435 54.94
Moyennede | o 55 | 56 |27 | 25 | 26 |37] 37 |36
MIX pathogene(cm)
Ecart type 0.152 0.1 0.057
PI(%) 56.16 48 39
Moyennede 1 » 5| 57 | 24 | 39 | 4 | 39 | 4 | 39 |38
KB pathogene(cm)
Ecart type 0.152 0.057 0.1
PI(%) 65.34 43.85 66.26
pzfl?gge;?ee(ii) 23138 | 26 | /| VR A VA
P18 | PDA = F Cort type 0.793 0 0
PI(%) 65.88 0 0
Moyennede |14 14y 139 | 38 | 38 |42 44 | 4
MIX pathogene(cm)
Ecart type 0.057 0.057 0.2
PI(%) 32.83 234 30
Moyennede |, 7 56 | 96 [ 39 | 4 | 41 |25] 25 |24
KB pathogene(cm)
Ecart type 0.057 0.1 0.057
PI(%) 63.97 42.85 67.2
Moyennede | 5 | 57 | 58 | 38 | 37| 38 |35 35 |34
P19 | PDA pathogene(cm)
Ecart type 0.057 0.057 0.057
PI(%) 67.88 55.64 59.17
Moyemnede |5\ 54 1 31 | 37| 35 | 35 |41 42 | 4
MIX pathogene(cm)
Ecart type 0.057 0.115 0.1
PI(%) 49 288 31.66
Moyemnede | » 5| 55 | 54 | 25| 22 | 25 |38]37] 38
KB pathogene(cm)
Ecart type 0.057 0.173 0.057
PI(%) 66.3 65.71 49.86
Moyemnede | 3 1 55 | 97 | 35| 34 | 4 |47]|42] 43
P25 | PDA pathogene(cm)
Ecart type 0.251 0.321 0.264
PI(%) 67.88 57.29 4823
Moyemnede |, s 3 | g 139 | 36 | 32 |44 45| 41
MIX pathogene(cm)
Ecart type 0.251 0.264 0.208
PI(%) 54 30 27.83
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Foa (G1) Fol (G2) Foln (F2)
Moyemnede | 55| 35 | 34 |34 | 35| 31 | 3| 3 |29
KB pathogene(cm)
Ecart type 0.057 0.208 0.057
PI(%) 526 52.42 60.53
pifﬁgggf;g;) 46 | 44 | 45 | 1 | R A
P26 | PDA I p ot type 0.1 0 0
PI(%) 55.64 0 0
Moyemnede |, 1 5 | e fay | 4 | 37 [33] 32| 3
MIX pathogene(cm)
Ecart type 0.305 0.208 0.1527
PI(%) 545 214 4733
Moyennede | 35| 33 | 36 | 3 |28 | 3 |33 33|32
KB pathogene(cm)
Ecart type 0.152 0.115 0.057
PI(%) 52.6 58.14 56.53
Moyemnede | 35 | 39l 43 | 45 | 42 | /| /|
P27 | PDA pathogene(cm)
Ecart type 0.251 0.152 0
P1(%) 55.64 49.05 0
Moyemnede | 5| 5o | 31 |26 | 29 | 31 | 4 | 42 | 43
MIX pathogene(cm)
Ecart type 0.1527 0.2516 0.1527
PI(%) 50.66 4238 30.66
Moyemnede | 551 36 | 35 |47 | 43 | 4 |22] 2 |25
KB pathogene(cm)
Ecart type 0.057 0.152 0.251
PI(%) 51.64 41 70.26
Moyennede | 4 5| 45 | 47 | / /36| 37 |34
P28 | PDA pathogene(cm)
Ecart type 0.2 0 0.152
PI(%) 47.05 0 58
Moyemnede |51 33 | 37 141 | 42 | 39 [36] 37 |34
MIX pathogene(cm)
Ecart type 0.1527 0.1527 0.1527
PI(%) 47.83 13.8 40.66
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Tableau VIII : L’indice de solubilisation de phosphatase par des souches de

Pseudomonas.
Souches Diameétre de I’halo Diameétre de la IS%
(cm) colonie (cm)

P2 2.3 1.7 35.29

P4 0 0 0

P6 2 1.2 66.66

P9 2.5 2.1 19.04

P11 2.5 1.3 92.30

P13 2.7 1.8 50

P15 0.8 0.6 33.33

P17 1.8 1 80

P19 1.6 0.9 77.77

P26 2.2 1.3 69.23

P28 1.4 0.8 75
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Tableau XI: Densité optique du stress hydrique.

0% 20% 40% 60%

p2 1,78 0,709 0,115 0,109

p4 1,755 0,849 0,165 0,108

p6 1,79 0,69 0,141 0,081

p9 1,725 0,633 0,165 0,15

pll 1,788 0,526 0,15 0,075

p13 1,769 0,495 0,391 0,086

p15 1,776 0,909 0,108 0,098

pl7 1,761 0,751 0,206 0,079

p19 1,74 0,728 0,107 0,079

p26 1,815 0,813 0,09 0,083

p28 1,589 0,761 0,17 0,085
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Tableau IV : Utilisation des disques d’antibiotiques pour la préparation des solutions
et des concentrations a réaliser.

(A) : Acide nalidixique et chlotamphénicol.
(B) : Streptomycine.
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e C(oloration de Gram

La coloration de Gram doit son nom au bactériologiste danois Hans Christian Gram
qui mis au point le protocole en 1884. Les bactéries présentent toutes une paroi
constituée d'une substance, la muréine qui est un peptidoglycanne. Celle-ci est
recouverte par une membrane externe chez les bactéries Gram-, tandis que les
bactéries a Gram+ en sont dépourvues. L’organisation de cette paroi permet de les
classer soit dans les Gram+ ou les Gram-. Cette information est importante car elle est
utilisée dans la taxonomie. Elle permet ainsi, avec la reconnaissance de la
morphologique et le mode de groupement des bactéries de renseigner sur l'ordre dont

fait partie les bactéries étudiées.

1. Réalisation d’un frottis a partir d’une suspension bactérienne puis en faisant des

rotations jusqu'a séchage.

2. Fixation : soit avec de I'éthanol a 90° (5 minutes) puis on enflamme la lame ou on

passe directement 3 fois la lame dans la flamme du bec Bunsen.

3. La coloration au violet de Gentiane (colorant basique): la lame est plongée
pendant 2 a 3 minutes dans la coloration au violet de gentiane. Toutes les bactéries

sont colorées en violet puis rincer a I'eau distillée.

4. Mordancage au lugol (solution iodo-iodurée) : étaler le lugol et laisser agir 20
secondes ; Rincer a I'eau déminéralisée. Cette ¢tape permet de stabiliser la coloration

violette.

5. Décoloration a I’alcool : verser goutte a goutte l'alcool sur la lame inclinée
obliquement. Surveiller la décoloration (5 a 10 secondes). Le filet doit étre clair a la
fin de la décoloration. Rincer sous un filet d'eau déminéralisée. L'alcool pénétre dans
la bactérie. La coloration au violet de Gentiane disparait. Les bactéries décolorées
sont des bactéries Gram-. Si l'alcool ne traverse pas la paroi, on est en présence de

bactéries Gram+.

6. Contre coloration avec de la Fuchsine ou de la Safranine : laisser agir de 30
secondes a 1 minute. Laver doucement a 1'eau déminéralisée. Sécher la lame sur une
platine chauffante a 40°C, 10 a 15 minutes. Les bactéries Gram- sont colorées en

ToS€.



Annexes

Annexe 04

Tableau III :Les résultats de production de protéase par les souches de Pseudomonas
spp. fluorescents.

Souches Réaction Diamétre de halo (cm)

P2 Positive 3.7

P4 Négative /

P6 Positive 7.3

P9 Positive 4.7

P11 Négative /

P13 Positive 4.4

P15 Positive 3

P17 Négative /

P19 Positive 3.1

P26 Négative /

P28 Positive 6.4
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Tableau X: Densité optique du stress thermique.

souches DOa 41°C DO a 26°C DO témeoin a
26°C

p2 0,205 0,21 0,229

p4 0,185 0,174 0,207

p6 0,15 0,346 0,386

p9 0,223 0,249 0,314

pll 0,379 0,398 0,4

p13 0,278 0,305 0,357

p15 0,228 0,265 0,385

pl7 0,161 0,293 0,331

p19 0,13 0,247 0,269

p26 0,296 0,388 0,392

p28 0,258 0,35 0,391
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Tableau XIII: Résultats des effets des antibiotiques sur les souches de Pseudomonas

spp. fluorescents.

Streptomycine acide nalidixique chloramphénicol

P1 + + + + + + + + +

P10 + + + + + + + + +

P12+ + + + + + + + +

P14 + + + + + + + + +

P16 + + + + + - + + +

P18  + + + + + + + + -

P25  + + + + + - + + +

P27 + + + + + + + + +
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Tableau IX: Résultats de la croissance bactérienne a différentes concentrations de Na

Cl

0% 1% 2% 3% 4% 5% 6% 7% 8%

P2 + + + + + + + + -

P4 + + + + + + + + +

P6 + + + + + + + + +

P9 + + + + + + + + +

P11 + + + + + + + + +

P13 + + + + + + + + +

P15 + + + + + + + + -

P17 + + + + + + + + -

P19 + + + + + + + + -

P26 + + + + + + + + -

P28 + + + + + + + + -
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Annexe 01

1. Milieu de culture

Le milieu est stérilise a I’autoclave pendant 20 minutes, a une température a environ
120 °C. Ces ingrédients pour 1 litre d’eau distillées.

I1 est ensuite placé a température ambiante afin de le refroidir pour le manipuler plus
facilement et surtout afin d’éviter la condensation sur les couvercles des boites de Pétri.

Milieu King B (KB) (King et al., 1954)

Peptone.......coovvviiiiiii 20g
Glycérol......coovviiiiiii i, 15 ml
K2ZHpod...oooooe 15¢g
MgSO4.... 1,5¢
AT .o 20g
pH=72

Milieu PDA (Potato Dextrose Agar)
(Jonsthon et Booth, 1983)

Pomme de terre......................... 200 g
DexXtrose....o.vvvviiiiiiiiii i 20g
Agar....ooiiiii 20g
pH =

Milieu gélatine (Lelliot et Stead, 1987)

Extraitde levure....................ooeeel. 3g
Peptone.......coooviviiiiiii 5¢g
Gélatine..........oovveviiiiiiiien, 120 g
pH=7

Milieu Ayers "Ayers et al., 1919"
(Schaad, 1988)

NH4H2Po4.... ..o lg
KCLo 0,2¢g
MgSo04.7TH20......ccovviiiiii, 0,2¢g

Bleu de bromothymol (1,6 %"w/v") 1 ml
pH=7

Milieu Levane (Hildebrand et al.,1988))

Extraitde levure.....................ooee el 2g
Bactopeptone...........coovviiiiiiiiiiinnnn, S5¢g
NaCloooooi S5¢g
Saccharose..........cooeviiiiiiiiiiiin. 50g
AGal. . i 20g
pH=7,2

Milieu LBT (LuriaBertani enrichi du
tryptophane) (Gardan et Luisetti, 1981)

Bactotryptone............c..oooiiiin. 10g
Extraitde levure........................... S5¢g
NaClooooiii S5¢g
AGar.. oo 20g
L-tryptophane......................ooeeel. S5g
pH=7

Eau péptoné nitratée
Bactopeptone .............ooiiiinnl. 10g
Nitrate de potassium...................... g

Milieu Trypticase de soja (TSA)

Peptone trypsique de caséine..............17¢g
Peptone papainique de soja................. 5S¢
GlucoSe....vvviiieii i 2.5¢
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NaClooooo 5¢g
Phosphate dipotasique.............. 2.5¢g
Glycine.........ooovvviiiiiiinninn 4.4¢g
Agar-agar.............ociiiiiinnn. 15¢
Milieu mixte (50% PDA+ 50% King B) Gélose M9
Pomme de terre ........oooovveveeenin... 100g NaHPO e, 6g
GIUCOSE e 10g KHoPOus.ooooooiiiiiiiiiii, 3g
Peptone........coovveeviiieniiiiniieee, 10g NH4CL...oooiiieee e, g
AGAT i 20¢g NaCloiiieeeeeeece e 0.5g
KoHPOy.ooioiiiiiiiieeeee 0.75¢g AGAT i 17g
MgSO47H0...cccciieieeeieee. 0.75g Autoclavage puis additionné:
Glycerol ......oovvvveeiieeiieeeieen, 7.5 ml Cellulose.....10g + extrait de levure...1.2g

Milieu TSA additionné de 1% d’acide

oléique

Peptone trypsique de caséine....... 17¢g
Peptone papainique de soja............ 5¢g
Glucose......ovvvviiiiiiiiiiiie, 2.5¢g
NaClooooii S5g
Phosphate dipotasique................ 2.5g
Glycine........oovvviiiiiiiiiiiin, 4.4¢
Agar-agar..........ccoeiiiiiiiiie 15¢
Acideoléique.........ccoovviiiiiininnnnn. 10ml

Gélose au lait écrémé

Peptone ......coeveviiiieiiiiiiee, S5g
Extrait de levure ..........ccoeeeuveenneee. 2.5¢
Poudre de lait .......c.coeevvveeieeenens lg
GIUCOSE ...ooeveeiiieieeieeeee e lg
AGAT oo 15g

Gélose nutritif additionné d’amidon

Milieu NGA (Nutrient Gélose Agar)

Extrait de viande .........ccccecveeiieniennnnnn. lg Extrait de boeuf .........cceevvieiennnnne 3g
Extraie de levure .........ccoeeveeivennenne. 2.5¢g Peptone .......oocvveeiieiieieeeee 5¢g
Peptone .......covuveeviiiiniiiiieeee, S5¢g AGAT oot 15¢g
NaCliioiieieeeeee e S5g

AmIdon ......ooovveeeiiieeieeee e 2g

PN 2 | USRS 15g

Bouillon Mueller-Hinton Mueller-Hinton

Peptone ........ccoooviiiiiiiiiii 17.5g Peptone.........cocoeviiiiiiiiiiii, 3g
Extraitde viande ......................... 2g Hydrolysat de caséine............ 17.5g
Amidon...........oooiiiiiiii 1.5¢ Agar ..o 15¢g
pH =73 Ca% o, 20-25mg
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pH=7.4

Bouillon nutritif

Moller-arginine(Gardan et aLuisetti,

Tryptone........coooeeiiiiiiiiiiiiiiin, 10g 1981)
Extrait de viande.......................... 5g Arginine monoHcl..................... 10g
NaCloooi e, 5S¢ Bactopeptone ..............oooiiinni. lg
NaCloooi e S5g
K2HPO4 ................................. 03g
Rouge de phénol...................... 0.01g
GElOSE .o 3g
pH=7.2
I1. Réactifs
% Nitrate Reductasel.
% Nitrate Reductase2.
+»+ Poudre de zinc.
+» Kovacs.

¢ Picrate de sodium (5% acide picrique et de 2% de carbonate de sodium).

«» Salkowski (2% de Fe C13 4 0.5M dans 35% d’acide perchlorique).
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Annexe (2
I. Appareillage
Nom de I’appareil Photo (originale) Marque
Etuve
BINDER
Autoclave AESCULAP

Agitateur magnétique

VELP
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Lampe UV
CAUTION
Plaque chauffante BANTE
Distillateur Lab Tech
Microscope Motis
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PH métre Hanna
Balance KERN
Réfrigérateur CONDOR
Spectrophotométre SHIMADZU
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Secoueur horizontal INNOVA
Bec Bunsen
Micropipette SCI LOGEX
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II. Verrerie et Accessoires

X3

%

Anse de platine.

Barreau magnétique.

Becher graduée de 100ml et 500ml.
Bistouri stérile.

Embout bleu.

Embout jaune.

Entonnoir.

Eprouvette graduée de 10ml, 20ml et 250ml.
Erlenmeyer de1000ml et 2000ml.
Fiole conique graduée de 250ml.
Flacons stérile de 250ml.

X3

%

X3

%

X3

%

X3

%

X3

%

X3

¢

X3

%

X3

%

X3

%

X3

%

X3

25

Lame en verre.
Lamelle en verre.
Portoir.

Papier Wattman.
Pipette Pasteur.
Seringue stérile.
Spatule.

Tubes a essai.

X3

%

X3

25

X3

25

X3

%

X3

%

X3

%

X3

%
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