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Résumé

Etude de I’activité antagoniste des Pseudomonas spp. Fluorescents isolées de la

rhizosphére du palmier dattier

Le présent travail porte sur I’isolement, 1’identification et I’étude de I’activité antagoniste
des Pseudomonas spp fluorescents formatrice des biofilms. Les isolements ont été réalisés a
partir de sol rhizosphérique de 4 variétés différentes de palmier dattier issus de la région de
taghit wilaya de Béchar, qui est considéré comme un milieu extréme riche en microorganisme
a des fins biotechnologiques.15 souches de Pseudomonas spp. Fluorescents ont été
sélectionnées sur 40 selon la clé d’identification de bossis. D’apres les résultats d’identification
(macroscopiques, microscopiques, biochimique), les souches ont été affiliées a 1’espéce
Pseudomonas putida ou au groupe intermédiaire de Pseudomonas fluorescens et Pseudomonas
putida. Les souches retenues ont été testées in vitro pour leur activité antagoniste vis-a-vis de
Fusarium oxysporum avec deux formats spéciaux F.sp. albedinis et f.sp. lycopersicisi par la
technique de confrontation directe. Toutes les souches ont montré une inhibition de la
croissance mycelienne. Les souches TC1 et TB3 ont montré une inhibition importante de la
croissance mycélienne avec un pourcentage d’inhibition de 78% et 80% respectivement. Les
souches ayant montré une activité antagoniste ont été testées pour leur capacité de production
des biofilms par la méthode de culture sur rouge congo (RCA) et par coloration par cristal
violet. 50% des souches ont montré une capacité de formation des biofilms avec la méthode
(RCA) et 90% avec la méthode de cristal violet. TC1 est la souche la plus formatrice de biofilm
avec une densité optique de 2.5 DO.

Mots clés : Pseudomonas spp. Fluorescents, palmier dattier, activité antagoniste, PGPR,

fusarium oxysporum,biofilm



Abstract

Study of the antagonistic activity of Pseudomonas spp. fluorescents isolated from the

rhizosphere of the date palm

Our study focuses on the isolation, identification of the antagonistic activity of biofilm-
forming fluorescent Pseudomonas spp.the samples were collected from rhizosphiric  soil of
four different varieties of date palms from the Taghit region, which is considered to be an
extreme and abundant environment for microorganisms of biotechnological asset. 15 of
Pseudomonas spp. fluorescents were selected from the 40 isolates after an identification
process. According to the identification results (macroscopic, microscopic, biochemical), the
strains were affiliated to the species Pseudomonas putida and intermediate P.putida and
P.fluorecens groupe The strains were tested in vitro for their antagonistic activity against
Fusarium oxysporum with two special forms f.sp. albedinis and f.sp. lycopersici by the direct
confrontation technique. All strains showed inhibition of mycelial growth. The TC1 and TB3
strains showed significant inhibition of mycelial growth with an inhibition percentage of 78%
and 80% respectively. The strains that showed antagonistic activity were tested for their ability
to produce biofilms by the congo red agar method (RCA) and by crystal violet assay. 50% of
the strains showed an ability to form biofilm with the (RCA) method and 90% with the crystal
violet method. TCL1 is the most biofilm-forming strain with an optical density of 2.5 OD.

Key words: Pseudomonas spp. fluorescents, date palms, antagonistic activity PGPR,

fusarium oxysporum, biofilm



aila

LSl ald ) 0S5 o 381 GlIAS 5 aliaal) LAY (35559 aad g S8 o Uik ja S 5
On el Jid (pe dilide o) il 4 e Al )53 4 i e Gliall aea & Pseudomonas spp. Fluorescentes
A 15 i) 5 s ) iS5 gl Y Lexian¥) ol A58 Aual LASIL ey Al Ay yiiad 3l 5 ey 5 dilaia
g pail) il Caneny s il g o el dddee ey A 40 Jeal (Pseudomonas spp. fluorescents.
Pseudomonas putida/groupe intermédiaire P. . s 4 Y3l ciilS ((ShaS sull ogjenall ¢ Jlall)

putida-P. fluorescens

. f.sp.albedinis crala cne s Fusarium oxysporum bl geidauis 8 Lgdaldil jidall 4 ¥l jlasl &
YLl el G yhadll gad Jags e 5508 V) paan sl 5 il Agal sall Ay .Sp.lycopersici s
Ialima Ualits & jedal ) oL a5 gl e 80 % 5 78 Yoty il yhadll sl | S Unyii TB3 5TC1
e 538 Y (el 50 @ ekl (Crystal violet) s (RCA) 4y (biofilm)ald sl zU) e iy e
Ay ey AU Al oll Uy 5 JSY) AL ATC. (Crystal violet) 458 < 90 % s(RCA) iy ali sad) (o 6

2.5D0 &l

biofilm,PGPR, siae Ll « il Jia3 Pseudomonas spp. Fluorescentes:galkida cilals

Fusarium, oxysporum



Liste des abréviations

ADH : Arginine dihydrolase

AHL : Acylhomosérines lactones

AHLs : Acyl-homosérines lactones

AlA : Acide indole acétique

AND : Acide Désoxyribonucléique

ARN : L'acide ribonucléique

ARNr : L'ARN ribosomique

BHIB : Bouillon de cceur de cerveau

CV : Cristal violet

DAPG : 2,4- diacetylphloroglucinol

DOT : Densité optique de témoin

DPG: Les antifongique 2, 4-diacetylphloroglucinol

DRB: Deleterious rhizobacteria

EPS: Substances polymériques extracellulaires

Foa: Fusarium oxysporum. albidinis

Fol: Fusarium oxysporum. lycopersici.



G+C: Guanine + cytosine (coefficient de chargaff)

gyrB : Sous unité p de I’ADN gyrase

HCN: Cyanure d'hydrogéne

IMA-MycoBank: International Mycological Association

ISR : Résistance systémique induite

LPS : Les lipopolysaccharides

PCA : La phénazine-1- acide carboxylique

PGPR: Plant Growth Promoting Rhizobacteria.

Pvds : Un groupe de Sidérophores Pyoverdines

QS: Quorum Sensing.

RCA: Gélose de rouge Congo

recA : Recombinase A

UV: ultraviolet



Liste des Tableaux

Tableau 1 : Caractéres clés de 3 espéces fluorescents de Pseudomonas . ........ccccceeevevveeenen. 16
Tableau 2 : Les pigments de Pseudomonas spp. FIUOIeSCents. ..........ccocvvvvvviiienencncneninns 17
Tableau 3 : liste de certain produit commercialisé a base de Pseudomonas Fluorescens .... 21
Tableau 4 : Caractéristique des échantillons du SOl ............ccccoveiiiiiicii e, 22
Tableau 5 : Quelque caractéristique d’identification des souches Pseudomonas spp

FlUOTESCENTES ISOIBES ... ettt st e se e e e et e seesrennenreas 34
Tableau 6: résultats de DO du test de la formation du biofilm par la méthode de CV ........... 41

Tableau 7: Quelques caractéristiques morphologiques des souches Pseudomonas spp. Isolées

Tableau 8: Les résultats de test de I’ Activité antagoniste des souches vis-vis le Foa et Fol .. 55

Tableau 9 : Calcule des écarts type des zones d’inhibition des SOUCNES............cccevererernrnnns 56
Annexe 1 : Le matériel utilisé au 1aboratoire...........ccoceveeiieiiiic s 50
Annexe 2: Composition des milieux de CUlTUIe..........ccoviiiieiiii e 53

ANNEXE 3 TaADICAUX TES TESUITALS ...eeee ittt ettt e e e e e e e e e e e e e e e e eeaeeees 54



Liste des figures

Figure 1 : Figuration schématique du palmier dattier ............cociiiiiiiiiien e, 5
Figure 2 : Mécanismes d'action des bactéries PGPR. ... 12
Figure 3 : Préparation des dilutions déCimales.............cooveieieieiiie i 23
Figure 4 : Etalement par des DilleS N VEITE ..........cocuevieeeeeeeeeeeeeeee e 23
Figure 5 : CI& diChOtOMIQUE Te......ccueiieiieiiece et 24
Figure 6 : Méthode de confrontation directe en boite de Pétri entre les souches bactériennes

de Pseudomonas Spp. Fluorescents et 1’agent phytopathogene. ............cocvevviiieiencicnennn 28
Figure 7 : La fréguence de souches fluorescentes et non fluorescentes isolées...................... 30
Figure 8 : La fluorescence des isolats bactériens sous UV (350NM) ........ccccecvvvvevveveiiiesinenne. 31
Figure 9 : La fréquence des souches Gram — et Gram +........ccccccvvvevenieneene e e 31

Figure 10 : La formation d’un filament mucoide confirmant le Gram négatif par le test de

Figure 11 : Résultats des tests d’oxydase et de catalase. A : L’oxydase ; b : catalase ........... 32

Figure 12 : Résultat des tests arginine et gélatine A : test de I’arginine ; B : test de gelatinase

Figure 13 : Histogramme qui représente les taux d’inhibition des souches bactérienne dans le
milieu King B vis-vis les champignons Foa et FOol ............cccoviiiieiiiiee e 36
Figure 14 : photos du test d’antagonisme de quelques souches avec les témoins
correspondants Sur 1e MIHEU KB ..o 37
Figure 15 : histogramme qui représente les taux d’inhibition des souches bactérienne dans le
milieu PDA vis- a_vis les champignons FOa et FOl ...........ccccooiiiiiiiciecc e 38

Figure 16 : photos du test d’antagonisme de quelques souches avec les témoins

correspondants SUr 18 MIHEU PDA ..o 39
Figure 17 : Résultats positifs de test rouge CONQO.........cvreririrerieinerere s 40
Figure 18 : Résultats négatifs de test roUge CONQO.......cceeviireeiiiiieie e 40

Figure 19 : Histogramme représente la densité optique des souches productrices du biofilm 42

Figure 20 : Photos des différentes epaisseurs des anneaux de biofilm...........cccccovveveiiennnnn. 42


https://docs.google.com/document/d/1BD6lPHM46XjZv_Iwq9NTzqmQA7JJSVng/edit#heading=h.2uxtw84

Sommaire

Chapitre | : Synthése bibliographique

B =] T T o] o RSP RSSSSPSRSRSI 3
I = o] 10 o =SSP 3
1.3 Description morphologique du palmier dattier ..., 3
1.3.1 Le systeme VEQEtatif Le TrONC........coeiiiiiiiisecee e 3
1.3.2 L’appareil reproducteur Les inflorescences ou les spathes..................cccccoeeninnnnn. 4
1.4 Origine et répartition geographiQUe ...........cccceeierieirereisire e 5
o O T T 1 TSRS 5
1.4.2 Répartition géographiqUE............cciiiiiiieiieie e 6
1.4.2.1 DANS 18 MONE ..ot et neas 6
O g AN o1 - PSSP 6

1.5 Importance écologique, sociale et economique du palmier dattier ..........cc.cccocvvvenenen. 6
1.6 LeS eXigeNCES ECOIOGIGUES.........eiiiiriiieiirieieeeie sttt st 7
I .7 Les contraintes de la culture du palmier ..........cccoceiieiiiic i 8
1.7.1 Les contraintes abiOtIQUES ..........ccooiiiiiii s 8
1.7.2 CoNtraintes DIOTIGUES ......ccueiieiicie ettt te e e saaennas 8
Ot = = - Yo T o PSSR 8

RS N = VL =] 0 T=T o PSRRI 9
1.8.1 Traitements CUITUIAl ..........ooiiiieee s 9
1.8.2 Traitements CRIMIQUE ..o s 9
1.8.3 Traitement DIOIOGIQUE........ccui it sre e 10
O I T 0] o] =T SO ORSN 11
11.2 Les Rhizobacteries promotrices de la croissance des plantes (PGPR).........cccccceeuee. 11
11.3 Mode d'action desS PGPR .........ccoiiiiei e 11
I1.3.1 Mode d’action direCt ...............ooooiiiiiiiiiiiii e 12

11.3.1.1 Solubilisation du phosSphate ... 12



I1.3.1.2 Production d’Acide indole acétique (AIA) ...........ccoooiiiiiiiiiiiini s 13

11.3.2 Mode d'action INAIFECT.........ccoveiiiie et 13
11.3.2.1 COMPALITION ...ttt st ae e sre e reenne 13
11.3.2.2 L& PAFASITISITIE ..ooviiiiiiiieecie ittt bbb 13
T1.3.2.3 L2antibIOSe .........ooooiiiiiiiiiiiii et 14
11.3.2.4 Production du cyanure d'hydrogéne (HCN) ........cccoooeiieie e 14
11.3.2.5 Résistance systémique induite (ISR) .......ccccooiviiriiniinninseeese e 14

TH1.L LS PSEUAOMONGS .......ciiiiiiiiieiiieiie ettt sttt sttt sb et nbe et snee s 15
I11.2 Evolution de la classification du genre PSEUdOMONAS .............ccoovvereerererveiseineeesneen, 15
111.3 Les Pseudomonas SpP. FIUOIESCENTS .........cocoiiiiiiiiiicce e 16

111.3.1 Production des SIdErophores ............ccveieiiiiicic e 18
111.3.1.1 Pyoverdine (PSEUTODACTINE) ......ccooviiriiiiiiiiiiieeee s 18

111.3.2 Interaction Pseudomonas spp. Fluorescentes -pathogene........ccccoovveveiieinnnns 18

111.3.3 Interaction Pseudomonas spp. Fluorescents -plante.........c.cccccccevvevvivieiiveieannns 19

111.3.4 Formation des biofilms par Pseudomonas spp. Fluorescentes .............ccccceevenee. 19

R o Y (S o 1= =] o (USSR UOSSN 20

111.4.1 L’utilisation des Pseudomonas spp fluorescentes comme biopesticides ........... 20

111.4.2 Utilisation des Pseudomonas spp. fluorescentes comme biofertilisants............ 21

111.4.3 Utilisation des Pseudomonas dans le biocontréle des maladies............cc.cc.co..... 21

Chapitre Il : Matériel et Méthodes

LIMIGEETIEL ...t bbbttt e 22
1.1 Materiel NON DIOIOGIGUE ........ocveiieiece et 22
1.2 Materiel DIOIOGIQUE ..o s 22

2.0 L8 SO0 . 22
1.2.2 SOUCNES TONGIGUES ...t 22
FEIMIBENOOES ...t bbbttt 23

11.1. Isolement et purification des souches de Pseudomonas spp. Fluorescents a partir



11.2 PUFITICAtION 08S SOUCKNES ......ociieiieeiecie ettt e e 24
1. 3 CoNServation deS SOUCKES...........oiiiiiiieiceie et 24
1.4 1dentification des SOUCKNES .........cooiiiiiiiiiieiee e 24
11.4.1 Production du pigment flUOFESCENT ..o 25
11.4.2 Etude MOFPROIOGIGUE ........ooveeeiceieeeeee ettt 25
11.4.3 Caractérisation physiologique et biochimique ...........cccccocoviiiiiiciiiieceen 25
A) Coloration de Gram . .......coiiiiieiiic et 25
B) Recherche de PoXydase............cccceiiiiieieiie i 25
C) Recherche de la catalase ...........cooeiiiiiiiiiiee e 26
D) Recherche de gélatiNase ..........cccccoveiiiiiiicie et 26
E) Recherche de I’arginine dihydrolase ADH ................cocooiiiiiiniiie 26
IL.5 Test d’activité antagoniste in vitro des Pseudomonas spp. Fluorescents ............... 27
11.5.1 Purification des Souches FONQIQUES ..........c.civeiiiieiieiie e 27
11.5.2 ACLIVITE ANTAGONISTE......c.eviiiiiiticieie e 27

11.6 Les méthodes de détection de formation des biofilms par Pseudomonas spp.

FIUOE ESCEINTES ...ttt e e e e ettt e e e e e e e e ettt eeeeeeeeee e eeeeeeeeeanaes 28

11.6.1 La détection des biofilms par culture sur gélose de rouge Congo agar (RCA)28

11.6.2. La détection des biofilms par coloration au cristal violet (CV)............ccceue.e.. 29
III.1 Résultats de I’isolement et I’identification......................c.ccccoeni e, 30
111.1.1 Fréquence des souches isolées a partir du SOl ..........ccccvvviiiiiiiiiicienene e 30
111.1.2 Identification des souches de Pseudomonas spp. Fluorescents ....................... 30
I11.1.2.1 Identification macromorphologique...........ccceevvieiiiniiiiniiiniciniennnn 30
111.1.2.1.1 Caractéristiques morphologiques.........ccocevuruininiinininininenininn 30
111.1.2.1.2 TeSt de |2 FIuOreSCenCe.....cuveiniiniiarierrenteeceecsenseacescnsansoncens 31
I11.1.2.2 Identification biochimique des souches isolées...........ccceveiiiniiinnnnnn. 31
IT1.1.2.2.1 Coloration de Gram.......ccoeeiiieiiiniiieiiinriieiienreinecsssscesscnnsces 31

II1.1.2.2.2 Test de OXYdASE c.uuvreinnnriierinrieiennreosensecsesssosssssscssnsssscnsssons 32



111.1.2.2.3 TeSt de CaAtalasSe veeeeeereeiieeeeieeeeiereeneeeeeeeseessecenscereeecsnscennees
111.1.2.2.4 Test d’Hydrolyse de I’arginine ADH et Recherche de la gélatinase....32

111.2 Résultats de la sélection des souches de Pseudomonas spp. Fluorescentes

10 E= T[0T ] B USSP PRSPPI 35
111.3 Résultats des tests de formation de biofilm ..., 39
111.3.1 Méthode de rouge Congo (RCA)......coceiiieiiirerere e 39
111.3.2 Méthode de cristal VIOIEL (CV) ..ccuecouiiiie e 40
TEE.2 DISCUSSION ...ttt ettt bbbttt b e bbbt bt et bbb b 43
CONCIUSION GBNEIAIE c.veneeniiniieeieineintitenteaeeeeneenteecesensencencescnsensencessnsensancnsensanes 48
ATIIICX@S . e uutinnerenrennetestesseeenssessscssssssessessssssssossssssssssssossssssssossssssssossssssssons 50

Référence bibliographique



Introduction



Introduction

Le Palmier dattier (Phoenix dactylifera L.) est une plante d’importance socio- économique
majeure en Algérie avec 18 millions palmiers-dattier. L’ Algérie figure parmi les grands pays a
fort potentiel phoenicicole (Merzia, 2014).

Dans le Sahara algérien, le palmier dattier représente un pivot central autour duquel s’articule
la vie dans les oasis, et constitue une source de vie non négligeable. Il donne une large gamme
de produit en premier lieu les dattes qui constituent une source de revenue tres appréciable pour
les familles du sud algérien avec 9 % des exportations agricoles (Bouguedoura et al., 2010),
le palmier dattier est exploité aussi par la population saharienne en plusieurs activités
notamment la construction d’habitation, 1’artisanat et comme paravent dans la lutte contre
I’ensablement.

Cependant, depuis le 19¢ si¢cle les zones phoenicicole de 1’ouest algérien ont subi une perte
importante a trois millions d’arbres a cause d’une maladie vasculaire le bayoud (Djerbi et al.,
1982) causée par le champignon tellurique Fusarium oxysporum f. sp. Albedinis. C’est une
maladie vasculaire dont les formes végeétatives du pathogene induisent un flétrissement
généralise.

L’éradication de cette maladie exige une surveillance constante des palmiers indemnes pour
la détection des foyers primaires de la maladie ainsi que la mise au point et le maintien d’un
dispositif permettant 1’éradication précoce de ces foyers (Khelafi, 2012).

Diverses stratégies sont mises en évidence pour faire face aux maladies de palmier dattier
(traitements culturaux, traitements chimiques). Cependant, les traitements biologiques par
I’intervention des microorganismes semblent une meilleure méthode alternative.La lutte
biologique par introduction des microorganismes antagonistes s’avére une voie trés
prometteuse dans le controle de plusieurs maladies de plantes d’origine tellurique (Boudyach,
2004 ; Amkraz et al., 2010).

Parmi les agents exploités en lutte biologique, les rhizobactéries, ont été reconnues comme
des agents potentiels de biocontrdle (Bloemberg et al., 2001).Ces microorganismes occupent
la rhizosphere et vivent en interaction avec la plante et influencent sa croissance, notamment
les rhizobactéries stimulatrice de la croissance végétal désignée sous le terme PGPR de 1’anglais
«plant growth promoting rhizobacteria» ces derniére ont la faculté de prévoir la croissance des
plantes et leur confere la résistance aux agents phytopathogénes par le phénomene
d’antagonisme (Kridi,2011).
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Parmi ces PGPR, les Pseudomonas spp. Fluorescents font 1’objet d’une attention
particuliere. Leur utilisation dans 1’agriculture en tant que biofertilisants offre un bon
rendement, méme dans des conditions séveéres (Ali et al., 2009; Ritika et al .,2014). Elles sont
connues comme promotrices de la nutrition et la croissance des plantes par la solubilisation des
minéraux, comme le phosphore ou par la production des Sidérophores.Les racines dont les
biofilms de Pseudomonas spp. Fluorescents sont attachés contribuent d'une fagon significative
a la fertilité du sol. Elles peuvent modifier la morphologie et la physiologie racinaire par la
production de régulateurs de croissance comme les auxines. Les Pseudomonas  spp.
Fluorescentes peuvent également augmenter le niveau de résistance des plantes aux maladies
diverses, grace a leur activité antagoniste vis-a-vis des pathogénes différents (Ongena et al.,
2000 ; Van der Heijden et al., 2009).

L’objectif de notre travail consiste a effectuer une identification des souches
Pseudomonas spp. Fluorescents isoler de la rhizosphére de quatre variétés différentes de
palmier dattier de la région de Taghit, de tester leur activité antagoniste et leur capacité de

formation de biofilm.
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1.1 Définition

Le Phoenix dactylifera ou le palmier dattier, tire son nom de Phoenix, nom du dattier chez
les Grecs de I’antiquité, considéré chez eux comme ’arbre des phéniciens et dactylifera vient
du latin dactylus dérivant du grecs daktulos, signifiant doigt, en raison de la forme du fruit
(Peyron, 2000). Une autre origine du nom de Phoenix fait allusion a un oiseau mythique
égyptien, le phénix, qui renait de ses cendres apres I’incendie, comme se régénere le palmier

apres le passage d’un feu (Ouennoughi et al., 2005).

1.2 Taxonomie

Selon Uhl et Dransfield (1987) ; Meliani et al., (2016), le palmier dattier (Phoenix
dactylifera L.) est une plante angiosperme monocotylédone de la famille des Arecaceae. Le
genre Phoenix comprend 14 espéces réparties dans les régions tropicales et subtropicales

(Barrow, 1998 ; Henderson, 2009). Phoenix dactylifera L. est classe comme suit :

Groupe : Spadiciflores
Ordre : Palmales
Famille : Arecaceae
Sous — famille : Coryphoidaea
Tribu : Pheeniceae
Genre : Pheenix
Espeéce : dactylifera L.

1.3 Description morphologique du palmier dattier

1.3.1 Le systeme végétatif Le tronc

Le tronc du palmier dattier ou « stipe » est cylindrique, parfois lignifie de couleur brune a

ramification monopodiale, il peut atteindre 30-40m de long (Ben abdallah, 1990). Il garde

durant toute son existence le méme diameétre (Ben Chennouf, 1978).

Les Palmes : (Feuilles)

Les palmes (Djerid) sont des feuilles composées, pennées issues du bourgeon terminal. Selon

Toutain (1979), les palmes mesurent de 2 & 6 m de longueur et vivent entre 3 et 7 ans.
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Le palmier dattier produit au cours de sa vie trois types de feuilles (Bouguedoura,
1979,1982) : Les feuilles jeunes (feuilles juvéniles), Les feuilles semi juvéniles, Les feuilles

adultes.

Le systéeme racinaire :

Le systéme racinaire du palmier dattier est a disposition fasciculée tres développé, les racines
se ramifient peu au niveau de plateau racinaire ou on les appelles Le « bulbe », il est volumineux
et émerge en partie au-dessus du niveau du sol. Selon Munier (1973), le systéme racinaire
présente quatre zones d'enracinement : Les racines respiratoires, racines de nutrition, racines

d’absorption.
1.3.2 L’appareil reproducteur Les inflorescences ou les spathes

Le palmier dattier est une espéce dioique, donc on a deux sexe : des pieds males (Dokar) de
forme allongée donnant du pollen et des pieds femelles (Nakhla) qui sont plus courte et plus
renflée et qui produisant les fruits aprés fécondation, sont portées par des palmiers différents
(Munier, 1973). Les inflorescences (spadices) sont caracterisées par une forme de grappes

d’épis, elles sont de couleur vert-jaunatre (Sedra, 2003).
La datte (Fruit) :

Le fruit est une baie contenant une graine en les appelés aussi noyau, dont le mésocarpe
charnu est protégé par un fin péricarpe. De forme généralement ovoide, oblongue ou sphérique,
et aussi variant selon les cultivars et par conséquent couleur variable selon les variétés (Munier,
1973).
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Figure 1 : Figuration schématique du palmier dattier (relais-sciences.org, 2012)

1.4 Origine et répartition géographique
1.4.1 Origine

Selon certains auteurs (Zohary et Spiegel-roy, 1975 ; Zohary et Hopf, 1988), (Pintaud et
al., 2010). L’ancétre du palmier cultivé est une espéce sauvage, ceci en raison de la stabilité des
formes des organes floraux de la plante dans toutes les régions du monde. Il semble avoir été
cultivé pour la premiére fois dans les zones arides et semi arides chaudes de I'ancien monde
situé entre I'Euphrate et le Nil vers 4500 avant J.C (Munier, 1973).
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1.4.2 Répartition géographique
1.4.2.1 Dans le monde

Le dattier est une espece xérophile et ne peut fleurir et fructifier normalement que dans les
déserts chauds (Amorsi, 1975). D'aprés Meraneh (2010), I’aire de répartition du Palmier
Dattier couvre les cinq continents. L’aire d’extension la plus favorable est comprise entre 24 et
34° de latitude Nord (pays du Nord-Africain, Irak, Iran, Arabie Saoudite.) (Chelli, 1996). Le
nombre total de palmiers dattiers dans le monde est plus de 100 millions, distribués sur 30 pays

qui produisent entre 2,5 et 4 millions de tonnes de dattes par an (Zaid et al., 2002).
1.4.2.2 En Algérie

L'origine du Palmier Dattier en Algérie, vient de la « péninsule arabique » ; a travers les
commercants qui ont propage du Palmier autour de la Méditerranée. Le patrimoine phoenicicole
algérien s’étale sur une superficie de plus de 147 900 ha (Merzia, 2014). Depuis la frontiére
Tuniso-Libyenne Est jusqu'a la frontiere Marocaine Ouest. Qui compte plus de dix-huit millions
de palmiers pour une production estimée a 11.8 millions quintaux (Le ministére de
I'Agriculture et du Développement rural, 2021). L’ Algérie occupe le premier rang de point
de vue qualité grace a la variété Deglet Nour (Zenkhri, 1988). Avec un nombre de cultivars a
1000, en Algérie (Benkhalifa ,2007).

1.5 Importance ecologique, sociale et économique du palmier dattier

Le palmier dattier constitue la structure de base de I'agronomie des oasis en créant un
microclimat qui offre les conditions nécessaires pour le bon développement des cultures sous-
jacentes (cultures maraicheres, céréales et arbres fruitiers), et ce, en atténuant leur
ensoleillement, en maintenant un certain degré d’humidité et en les protégeant du vent (Meliani
et al., 2016).

La datte occupe une place particuliére dans le régime alimentaire des habitants de I'oasis. Elle
est consommeée directement ou transformée en sous-produits (pate, farine, confiture, vinaigre,
jus, miel et autres...) (Tajini et al., 2020).

L’existence d’un marché international de la datte permet & un bon nombre de pays en
développement producteurs de dattes, d’obtenir des devises et de contribuer de fagon

significative au maintien de leurs equilibres commerciaux (Greiner, 1998).
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1.6 Les exigences écologiques
Les exigences expliquent la répartition géographique de cette espéce fruitiere (Girard,

1962).
La température :

D’aprés Munier (1973), le palmier dattier est une espéce thermophile dont le degré de
végeétation est 10 °C. Il est cultivé dans les régions arides et semi-arides du globe ; ces régions
sont caractérisées par des étés chauds et longs, une pluviosité faible ou nulle et un degré
hygrométrique faible (Djerbi, 1992). Selon Toutain (1977), les besoins en chaleur pour la
fructification sont variables selon les variétés, entre 37°C et 50°C.

La lumiére :

L'action de la lumiere favorise la photosynthése et la maturation des dattes (CALCAT,
1961). Il faut éviter les densités trop fortes qui favorisent 1’émission des rejets plutot que la
maturation des dattes (Douadi, 1996). Selon Munier (1973), le palmier dattier est une espece
héliophile, il est cultivé dans les régions a forte luminosité.

L'humidité de I'air :

D'aprés Chevalier (1952), les dattes de la variété Deglet Nour récoltées dans le Sud-est de
1’ Algérie ou I’humidité relative de 1’air est faible (Biskra 40,7 % et Touggourt 43,5 %) ont une
meilleure qualité des dattes de la variété Deglet Nour des c6tés tunisiens ou I’humidité est plus
élevée.

L’eau:

La periode des grands besoins en eau du palmier se situe de la nouaison a la formation du

noyau du fruit (Lakhdari ,1980).

Le sol :

Le palmier dattier est tres accommodant sur la nature du sol (Calcat, 1961), il vit dans les
sols les plus variés, depuis des sables presque purs, jusqu'a des sols a fortes teneurs en argile
(Munier, 1973). Mais ce sont les sols perméables qui lui conviennent le mieux et qui produisent
les meilleures dattes (Grisvard et al., 1964). Selon Munier (1973), de bonnes croissances et
productions ne peuvent étre obtenues que si le sol permet la pénétration de I’eau a une

profondeur de 2 a 2m 50.
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| .7 Les contraintes de la culture du palmier

1.7.1 Les contraintes abiotiques

Vu la fragilité et 1’agressivité du milieu ou il se trouve, le palmier dattier est confronté a

plusieurs contraintes abiotiques parmi lesquelles :
La secheresse :

Selon Haddouch (1998), la sécheresse prolongée durant les années 80 au Maroc a entrainé
le dessechement partiel de plus de 500.000 palmiers et le niveau de production a varié entre
12.000 tonnes en année extrémement séche (1984) et 120.000 tonnes en année particuliérement
humide.

La salinité :

Malgré sa forte résistance a la salinité, marquée par une croissance sur des sols contenant
3% de sels solubles, le palmier dattier ne se développe plus a des concentrations d'environ 6%
en sels solubles (Arar, 1975).D’autres contraintes sont liées a la commercialisation, au

stockage/conservation et a la transformation (Dakhia et al., 2013).
1.7.2 Contraintes biotiques

Le palmier dattier est menacé par plusieurs ravageurs et maladies telles que la fusariose

vasculaire appelée localement Bayoud (Ait Kettout et Rahmania, 2010).
1.7.2.1 Le Bayoud

Bayoud dérivant du mot arabe « abyadh » (blanc) et son nom latin albedinis, tiré du latin «
albus » qui veut également dire blanc. C’est la maladie cryptogamique la plus grave du palmier
dattier causée par un champignon ascomycete imparfait vivant dans le sol appelé Fusarium
oxysporum forme spéciale albidinis (Ait Kettout et Rahmania, 2010) identifié et dénommé au
Maroc par Malencon (1934), Bouguedoura, (1991). L’¢épidémie a commencé en Algérie en

1898 a Beni Ounif a partir des oasis frontalieres marocaines (Dubost, 1972).

D'aprés Tirichine (2003), plus de trois millions d'arbres ont été détruits en Algérie a cause
du Bayoud, ou sont concentrées les plus grandes palmeraies algériennes avec principalement la
variété Deglet-Nour (lIdder, 1992). La dégradation des palmeraies due au Bayoud, est
catastrophique, non seulement par les pertes des meilleures variétés de renommeées mondial,

(Djerbi, 1988). Mais il y a deux variétés commercialisées qui ont pratiqguement disparu.



Chapitre | Syntheése bibliographique

+ Symptomes

Le premier symptome externe de la maladie s’observe sur une palme de la couronne
moyenne ; cette palme prend un aspect plombé et se desséche selon un processus trés particulier.
En effet, les Folioles ou les épines situées d’un coté de cette palme se desséchent
progressivement du bas vers le sommet, et se replient vers le rachis. Ce desséchement gagne
ensuite les Folioles du c6té opposeé, progressant cette fois de haut en bas, et toute la palme finit
par se dessécher complétement et prend une couleur blanchatre. Le c6té dorsal du rachis est
marqué d’une strie brune longitudinale, qui avance de la base vers I'apex de la fronde, et qui
correspond au passage du mycélium dans les faisceaux vasculaires du rachis. Ensuite, la feuille
va prendre une forme arquée, similaire a une feuille vivante, et pend le long du tronc (Djerbi,
1988).

1.8 Traitements

L'Ensemble des moyens de lutte utilisés contre les fusarioses vasculaires ne fait que ralentir
la progression de la maladie (Alabouvette et Lemanceau, 1983). Le contrdle du pathogéne se
réalise principalement par la combinaison de plusieurs techniques, y compris les pratiques
agricoles, l'application de produits chimiques et I'utilisation de variétés résistantes et la lutte
biologique (Kavanagh, 2005).

1.8.1 Traitements cultural

Il est reconnu que certaines pratiques culturales peuvent modifier la résistance des plantes
ou les placer dans des conditions ou L'agent pathogene est moins actif mais les conditions
climatiques et les facteurs nécessaires pour le palmier sont les mémes conditions et facteurs qui
aident le champignon a la croissance. Ainsi, l'utilisation de méthodes agricoles pour contrdler
la maladie ou réduire sa gravité n'est pas faisable (Bulit et al., 1967) affirment que l'irrigation

a un effet direct clair sur le développement de la maladie.
1.8.2 Traitements chimique

Plusieurs fongicides ont été utilises pour lutter contre Fop : comme le bénomyl,
carbendazime, prochloraze, fludioxonil et azoxystrobine, Captaphol (Amini et Sidovich,
2010). Ce sont des produits efficaces mais présentent des inconvénients comme la pollution de

I’environnement, et la résistance de pathogéne en cas d’utilisation abusive (Ryo et al., 2005).
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1.8.3 Traitement biologique

La lutte biologique par I’intervention des microorganismes qui semblent une meilleure
méthode alternative proposée pour assurer une protection phytosanitaire performante, et
I’amélioration de rendement agricole par la réduction ou suppression des espéces considérees

comme nuisibles (des pathogenes) (Choudhary et al., 2009).

Différentes bactéries et champignons rhizosphériques sont considérés comme un moyen
efficace dans I’inhibition du développement de cet agent pathogeéne (Mujeebur et Sahahana,
2002), et cette inhibition considérée comme un mécanisme indirect de favoriser de la croissance
des plantes (Trivedi et al., 2008). Les rhizobactéries du groupe Pseudomonas spp. Fluorescents
ont ete largement utilisés dans le biocontrdle des pathologies vis-a-vis des trachémycoses
provoquées par Fusarium oxysporum. Plusieurs souches de ce groupe bactérien ont été
expérimentées avec succes contre de nombreuses formes spéciales de ce pathogéne.

Selon Benchabane et al., (2011) La bactérisation du sol avec les souches de Pseudomonas
apres infestation de celui-ci, par Fusarium oxysporum f.sp. albedinis ou F. o f .sp. lini, a permis

de mettre en eévidence une diminution significative de la réceptivité du sol aux pathogenes.
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11.1 La Rhizosphere

La rhizosphere est définie aujourd’hui comme étant le lieu d'interaction entre le sol, la plante
et les microorganismes. Cette zone d’interaction s’étend de quelques micrometres a plus de 2
mm en dehors de la surface racinaire (Kennedy et Luna., 2004). La microflore rhizosphérique
comprend difféerents types de micro-organismes, comme les champignons, les bactéries et les
archées. Certains de ces microorganismes sont pathogénes, y compris les champignons
phytopathogenes, les oomyceétes, les bactéries et les pathogenes (Lemanceu et Blouin., 2018).
D’autres sont bénéfiques et jouent un rdle dans la stimulation et la croissance des plantes, ces
microorganismes sont désignés “PGPM” « plant growth promoting microbes ». Les PGPM
englobe les PGPF « plant growth promoting fungi, » les rhizobactéries favorisant la croissance
des plantes (PGPR) « Plant Growth Promoting Rhizobacteria » et sont classés en trois groupe
selon leur effet bénéfigue comme : biofertilisant, biostimulant et agent de bio contréle.
L'influence de la rhizosphére sur les communautés microbiennes associées aux racines
contribue a réguler les associations symbiotiques et bénéfiques entre les microorganismes des

plantes et du sol (Martinez et Viveros., 2010).
11.2 Les Rhizobactéries promotrices de la croissance des plantes (PGPR)

Les rhizobactéries promotrices de la croissance des plantes (PGPR) ont été définies pour la
premiére fois par Kloepper et Schroth, (1978). Ce sont les bactéries qui exercent un effet
bénéfique sur la croissance et le développement des plantes. Les PGPR sont retrouvés a la
surface des racines ou encore en association avec les racines (Hayet et al.,2010). Elles sont
généralement des souches tres compétitives capables de coloniser le systéme racinaire riche en
éléments nutritifs, tout au long du cycle de développement de la plante via une multitude de

mécanismes (Kloepper, 1993 ; Vacheron et al., 2013).

Plusieurs souches bactériennes ont été identifiées comme étant PGPR, notamment des
bactéries appartenant aux genres Bacillus, Azospirillum, Enterobacter, Klebsiella,
Pseudomonas, Rhizobium, Bradyrhizobium, Azorhizobium, Allorhizobium, Sinorhizobium et
Mesorhizobium. Parmi ceux-ci, les bactéries appartenant au genre Bacillus et Pseudomonas

spp. Sont prédominantes (Dutta et al., 2010 ; Aparna et al., 2021).
I1.3 Mode d'action des PGPR

Les modes d’action des PGPR sont regroupés traditionnellement en direct et indirects. Les
mécanismes directs sont ceux agissant a I’intérieur des plantes et affectent directement leur

nutrition, leur métabolisme et leur développement, tandis que les mécanismes indirects, en
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général, sont ceux qui se produisent en dehors des plantes et touchent surtout tout ce qui est en

relation avec le biocontréle (Silini, 2013). (Voir figure 2)
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Figure 2 : Mécanismes d'action des bactéries PGPR (Domergue, 2017).

11.3.1 Mode d’action direct

Les PGPR participent a augmenter la disponibilité des nutriments et des phytohormones dans
la rhizosphére, ceci stimule directement le développement et la croissance de la plante. Parmi
les mécanismes impliqués directement par les PGPR, la solubilisation de phosphate, synthese
de Sidérophores et la sécrétion d'hormones (auxines, gibbérellines, cytokinines).

11.3.1.1 Solubilisation du phosphate : Le phosphore (P) est I’un des principaux nutriments
essentiels qui limitent la croissance et le rendement des plantes (Fitriyanti et al., 2017 ; Lee et
al., 2019 ; Bhattacharjya et al., 2019). Plusieurs micro-organismes agissent comme agent
solubilisant du phosphate et convertissent le phosphore insoluble (PO43) en forme soluble
(HPO42 et H,PO4) par la production des acides, les réactions d'échange, I'acidification, la
chélation et la formation de substances polymeres (Pandey et al., 2018 ; Suleman et al.,2018).
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11.3.1.2 Production d’Acide indole acétique (AIA) : L'AlA est la principale hormone de
classe des auxines biologiquement active pour la croissance végétative. 1l est formé selon
plusieurs voies de biosynthése soit en impliquant le tryptophane ou non. Il est impliqué dans le
contrble de la croissance des fruits, de la dominance apicale, de 1’élongation des tiges et de
nombreux processus et quantitativement le plus produit par les PGPR (O’Gara et al., 2008). I
fonctionne comme une molécule signal importante dans la régulation du développement des
plantes (Ryu et Patten, 2008).

11.3.2 Mode d'action Indirect
Les microorganismes, principalement les bactéries, sont capables de coloniser efficacement

les systemes racinaires et influencent de maniére bénéfique la plante par des mécanismes
indirects, en particulier I’antagonisme. L'antagonisme a été mis en €vidence par Kloepper et
al., (1980). L'antagonisme peut résulter d'un ou de plusieurs mécanismes en fonction de
I'antagoniste impliqué, en faisant intervenir divers métabolites, qui peuvent agir par des actions

de compétition et/ou de parasitisme et/ou d'antibiose. (Whipps, 2001 ; Bhattacharyya, 2012).

11.3.2.1 Compétition :En plus du fait que les PGPR soient compétitives aux autres populations
microbiennes rhizosphériques, elles sont capables de coloniser le maximum d’espace dans la
rhizosphére et d’exploiter ses ressources nutritionnelles et ainsi, participer a la réduction des
phytopathogenes telluriques (Lucy et al ., 2004).Les PGPR doit étre présent sur les racines en
nombre suffisant pour avoir un effet bénéfique sur les plantes et pour étre capable d’instaurer
une compétition pour les nutriments dans la rhizosphére (Haas et Defago, 2005).Les propriétés
qui renforcent la colonisation racinaire sont la mobilité (présence d’un flagelle), le
chimiotactisme, les lipopolysaccharides (LPS), la capacité de synthétiser des vitamines et des
macromolécules et la faculté d’utilisation des composés excrétés par les racines (Lugtenberg

et Kamilova, 2009).

11.3.2.2 Le parasitisme : Ce mécanisme consiste en une interaction directe entre deux
microorganismes auxquels les tissus vivants de 1‘un constituent une base nutritive pour 1‘autre
(Helluy et Holmes, 2005). Il implique I'invasion des cellules de I'agent pathogéne par le micro-
organismes antagoniste. L'agent antagoniste utilisera des enzymes lytiques telles que les
glucanases, les chitinases et les lysozymes pour dégrader les parois de I'agent pathogéne
(Corbaz, 1990 ; Beneduzi et al., 2012).
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11.3.2.3 L’antibiose : L ’antibiose est définie comme « I'inhibition d'un organisme par le produit
métabolique d'un autre organisme » (Cook et Baker, 1974 ; Sharma et al., 2013). Il consiste
en une inhibition directe de la croissance du pathogéne via la production de métabolites aux
propriétés antifongiques et/ou antibiotiques (Raaijmakers et al., 1997 ; Caravaca et al.,
2015). La capacité des rhizobactéries a produire des métabolites contribuant a I'antibiose a fait

I'objet de nombreuses études consacrées a la recherche sur les PGPR (Maksimov et al., 2011).

11.3.2.4 Production du cyanure d'hydrogéne (HCN) : Le cyanure d'hydrogéne (HCN) est un
métabolite secondaire qui fait partie des cyanides. Il peut étre produit directement de la glycine
ou des glycosides cyanogenes (Bakker et Schippers, 1987 ; Sagar et al.,2018). La production
d’HCN au niveau de 1’adaptation a la rhizosphere peut étre avantageuse pour acquérir des
nutriments (Ziadi et al., 2017). La production de HCN, été mise en évidence chez plusieurs
souches de Pseudomonas fluorescens (Askeland et Moeisson, 1983 ; Shaikh et al.,2015),
I’HCN joue un role important dans la limitation de développement de pathogénes telluriques
(O ’Sullivan et O’ Gara, 19920;Lanteigne et al.,2012).

11.3.2.5 Résistance systémique induite (ISR) : Certaines bactéries de la rhizosphere (PGPR,
rhizobactéries promotrices de la croissance des plantes) exercent un effet bénéfique sur la
croissance des plantes en stimulant des mécanismes de défense inductibles chez I’hdte, rendant
celle-ci moins susceptible vis -a- vis d’une infection ultérieure par un agent pathogéne. Ce
phénomeéne est appelé « résistance systémique induite » (ISR). La résistance systémique induite
n’est pas spécifique contre un pathogeéne particulier, mais elle aide la plante a contrdler de

nombreuses maladies (Kamal et al., 2014).
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I11.1 Les Pseudomonas

Le genre Pseudomonas a été décrit en 1894 (Migula, 1894), Les Pseudomonas (du grec:
pseudes, « faux » et mona, « unité ») englobe des bactéries ubiquitaires, isolées de I'eau (eaux
douces, eaux saumatres, eaux de mer), du sol, des poussiéres en suspension dans l'air et des
végetaux (Palleroni, 2010 ; Peix et al., 2018). Sont parmi les bactéries les plus importantes
dans la rhizosphére (Zhuang et al., 2021).

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).

D’une fagon générale les Pseudomonas peuvent étre défini comme suit : Ce sont des bacilles
droits et fins, Gram négative d’une taille moyenne de 0.2 a 0.5 um (Palleroni, 1984 ; Gilardi
et al., 2020), sont mobiles grace a un ou plusieurs flagelles polaires, rarement immobiles,

aucune spore n’est produite. (Panpatte et al.,2016).

La plupart des Pseudomonas se cultivent a 30 °C et se caractérisent par une croissance lente
a 4 °C (Eyquem et al., 2000). La culture peut se faire sur un milieu usuel non enrichie, elles
sont capables d’utiliser de nombreux substrats hydrocarbonés et d’énergie (Rossignol,
2007).Les espéces de Pseudomonas sont des bactéries chimio-organotrophes avec un
métabolisme strictement respiratoire, qui utilisent I'oxygéne comme accepteur terminal
d'électrons en aérobiose. Elles sont oxydase positive, pour certaines espéces elles réduisent le
nitrate en anaérobiose avec synthése d'une nitrate-réductase. (Avril et al., 2000 ; Moradali,
2017). L’arginine représente une source d’azote intéressante pour les Pseudomonas dans les
milieux riches en matiére organique. La voie de I’arginine deiminase est une voie
caractéristique des Pseudomonas spp. Fluorescents (Thornley, 1960). Elle fonctionne
seulement en absence d’O2 et sous conditions non dénitrifiantes. Il existe quatre voies distinctes
d’assimilation de I’arginine chez P. putida et au moins trois d’entre elles existent chez les autres

especes de Pseudomonas spp. Fluorescents (Haas et al., 1990).
111.2 Evolution de la classification du genre Pseudomonas

L’¢étude de la composition en bases du génome et la recherche d’homologies de séquences
génomiques par hybridations ADN-ADN et ADN-ARN, ainsi que le séquencage de marqueurs
taxonomiques tel I’ADN codant et I’ARNr 16S Ont mené a une évolution de taxonomie des

Pseudomonas et des genres apparentés (Anzai et al., 2000 ; Rajwar,2016).

D'aprés Palleroni et al., (1984), le genre Pseudomonas est génétiqguement hétérogene avec

I’existence de cing groupes d’ARN distincts. Le genre Pseudomonas sensu stricto correspond
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au groupe d’ARN I et comprend actuellement plus d’une centaine d’espéces différentes. Les
autres especes Pseudomonas sensu lato (groupes ARN II a V) ont été reclassées dans d’autres
genres (Chiesa et al., 2014). Cette réorganisation a permis une distinction marquée entre le
genre Pseudomonas et d’autres genres apparentés. (Kersters et al., 1996).

Le genre Pseudomonas sensu stricto est divisé en deux groupes : les Pseudomonas spp.
Fluorescents (par exemple P. aeruginosa, P. fluorescens, P. putida ou P. syringae) et les
Pseudomonas spp. Non-fluorescents (par exemple P. alcaligenes, P. fragi ou P. stutzeri)
(Palleroni ,1984).

La classification des Pseudomonas spp. Fluorescents reste toujours controversée, surtout
dans le cas des espéces présentant des biotypes ayant des caractéristiques taxonomiques
intermédiaires entre diverses especes connues. Outre les formes intermédiaires, Pseudomonas
Putida et Pseudomonas fluorescens se subdivisent respectivement en deux a cingq biovars
distincts (Palleroni, 1986 ; Bossis et al., 2000 ; seaton et al.,2014).

111.3 Les Pseudomonas spp. Fluorescents

Les espéces saprophytes de Pseudomonas spp. Fluorescents qui regroupent les
P.chlororaphsis ; P.fluorescens et P.putida (Latour et Lemanceau, 1997), sont catalase
positive, oxydase positive (Tableaul) mésophile chimio-organotrophe puisqu’elles peuvent

croitre dans un milieu minéral ne contenant qu’une seule source de carbone.

Tableau 1 : Caractéres clés de 3 espéces fluorescents de Pseudomonas (Palleroni, 2010).

Caractere P. aeruginosa P. putida P. fluorescens
% G+C 67 60-63 59-61
Nombre de flagelles 1 >1 >1

PHB comme matiére de réserve - - -

Pigments fluorescents + + +

Phénazine + - -

Caroténoides - - -

Dénitrification + - Vv

Oxydase + + +

Arginine dihydrolase - Vv +
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Croissance a 4°C - V +

Croissance a 41°C + - -

Utilisation de I’'H2/ CO2 - - -

Hydrolyse de I’amidon - - -

Liquéfaction de la gélatine + - +
D- fructose - - -
Glucose + + +
Tréhalose - - +
Cellobiose - - -

Lactate + + +

Les pigments de Pseudomonas sont trés importants dans le diagnostic pour cela leur
recherche doit étre effectué dans des milieux qui favorisent la synthése de ces pigments. Les
milieux les plus utilisés sont les milieux King qui favorisent la production des Sidérophores,
ces derniers sont des pigments solubles dans I’eau et fluorescents sous 1’irradiation d’UV

(Leong, 1986). (Tableau 2).

Tableau 2 : Les pigments de Pseudomonas spp. Fluorescents (Weller et cook., 1983).

Pseudomonas spp. fluorescents La couleur de pigmentation
P.Alcaligenes Jaune orangé
P.chlororaphis subsp. Aureofaciens Orange

P.chlororaphis subsp. Chlororaphis Verte

P.corrugata Jaune orangé
P.flavescens Jaune
P.fluorescens biovar IV Bleu

P.mendocina Jaune orangé

P.oryzihabitans Jaune orangé

P.luteola Jaune orangé

17
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111.3.1 Production des Sidérophores
111.3.1.1 Pyoverdine (pseudobactine)

Les pyoverdines sont une classe hétérogene de sidérophores fluorescents qui définissent les
Pseudomonas fluorescentes et sont considérés comme les sidérophores primaires de ces
bactéries, plus de 70 pyoverdines différentes ont été décrites. Les pvds, de couleur verte- jaune
fluorescente, sont synthétisées et secrétées dans le milieu extracellulaire par les Pseudomonas
fluorescents dans les conditions de carence en fer. Elles sont solubles dans 1’eau avec une
affinité pour le fer 1032 M-1 (Rehm, 2008). La structure des Pvds varie d’une espéce a I’autre
et méme entre les souches de la méme espece. Les différentes souches de P. aeruginosa
produisent trois types de Pvds de structures différentes : Pvdl, Pvdll et Pvdlll (Meyer et
al.,2000; Bruser et al,2018).

Cette variabilité structurale constitue un outil de différenciation et de taxonomie au sein du

genre Pseudomonas : le sidérotypage.

111.3.2 Interaction Pseudomonas spp. Fluorescentes -pathogéne

Les interactions microbiennes sont conditionnées par la nature et I’intensité de la compétition
entre micro-organismes (Lockwood, 1981 ; Alabouvette, 1983). Cette compétition peut
s’instaurer pour 1’espace et pour les nutriments. Les Pseudomonas fluorescents antagonistes
participent a ces 2 types de compétition.

L'utilisation des antagonistes microbiens contre les parasites de plantes dans les productions
agricoles a été proposée comme solution alternative aux pesticides chimiques (Fernando et al.,
2005 ; Lemanceau, 2017).

P. fluorescens et P. putida exercent un effet inhibiteur vis-a-vis des champignons et des
bactéries telluriques. Ces rhizobactéries ont présenté une forte colonisation des racines de
plusieurs plantes (Kloepper et al., 1980 ; Saritha et al.,2015). Cet effet inhibiteur est dd a une
multitude de mécanismes : la compétition, la production des Sidérophores et des métabolites
antagonistes.
Les Pseudomonas spp. Fluorescents participe en 2 types de compétition :la compétition sur
I'espace et la compétition trophique. Elles seraient capables d’exclure les DRB (deleterious
rhizobacteria) de certaines niches écologiques ou la production d’exsudats racinaires est
importante (Suslow, 1982 ; Kennedy et al., 2019). L’inoculation des Pseudomonas réduirait
I’installation de DRB a ces emplacements (Lemanceau,1992 ; capdevilla et al., 2004).

Les Pseudomonas fluorescents participent aussi a la compétition trophique et, en particulier,

sur la compétition pour le fer, par I’acquisition du fer qui repose sur la synthése de Sidérophores
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(Neilands, 1973 ; Leong, 1986 ; Khan et al., 2014). Une fois que les sidérophores sont émis
dans le milieu, ils chélatent le fer (Fe3*). Les Pseudomonas fluorescents sont donc plus aptes a
mobiliser le fer que les phytopathogenes (Lemanceau, 1988 ; Kandoliya et al., 2013). La
croissance de ces phytopathogénes en présence de Pseudomonas fluorescents serait réduite du
fait de la carence en fer.

Les Pseudomonas spp. Fluorescents ont un grand potentiel antibiotique contre des agents
pathogénes tels que Gaeumannomyces graminis et Fusarium oxysporum (Beneduzi et al.,
2012). Ce potentiel est di a la synthese de Plusieurs antibiotiques tels que le 2,4-
diacetylphloroglucinol ~ (DAPG), le cyanure d’hydrogéne, 1’oomycine A,la
phénazine,pyolutéorine, la pyocyanine, la pyrrolnitrine, la tropolone ou encore des lipopeptides

cycliques (viscosinamide, tensine, amphisine...)(Keel et al.,1992; Raaijmakers et al., 2002).

111.3.3 Interaction Pseudomonas spp. Fluorescents -plante

Les Pseudomonas spp. Fluorescentes, considérées comme PGPR non symbiotiques, ont été
largement étudiées et expérimentées, surtout par rapport a leurs performances dans la
phytostimulation de la croissance de nombreuses plantes, la synthése des phytohormones et la
solubilisation des phosphates (Ouserir et al., 2018).

De nombreux travaux font état d'une stimulation de la croissance des plantes et du rendement
des cultures aprés bactérisation avec des Pseudomonas spp. Fluorescentes dans des conditions
expérimentales variées (Lemanceau, 2017).

Certaines souches de Pseudomonas spp. Fluorescentes stimulent la nodulation des
Iégumineuses (Grimes et Mount, 1987 ; Sindhu et al., 2014).

Les Pseudomonas spp. Fluorescentes améliore 1’alimentation des plantes par la solubilisation
du phosphate et la production de phytohormone (Cattelan et al., 1999). Bharucha et al.,
2013 ont rapporté le role de I’AIA produit par P. putida chez la plante hote dans le
développement de son systeme racinaire qui joue un role dans I’amélioration du rendement du

colza.
111.3.4 Formation des biofilms par Pseudomonas spp. Fluorescentes

Un biofilm est une communauté de micro-organismes assez complexe, adhérée a une surface
et encapsulée dans une matrice de substances polymériques extracellulaires (EPS) produite par
les membres de cette communauté.et se développe sur des interfaces solides ou liquides variées,
que 1’on rencontre par exemple dans 1’environnement : sur les racines des plantes. (Costerton
et al., 1987 ; Moormeier, 2017). Les biofilms racinaires peuvent directement améliorer la

croissance des plantes dans un certain nombre de moyens, y compris la fourniture de nutriments
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a la plante et la stimulation de la production des phytohormones. Le biofilm de P. fluorescens
a pu améliorer la croissance des plantes de blé (Triticum aestivum) en augmentant la production
d'AlA, la solubilisation des phosphates et production des sidérophores. De plus, les semences
de blé traitées avec I'inoculant biofilm ont montré une augmentation de la longueur des racines
et des pousses (Mohd, 2014).

Il a été démontré que le biofilm de P. fluorescens protege avec succes les racines de blé des
phytopathogenes Rhizoctonia solani et Geaumannomyces graninis responsables de la fonte des
semis, en sécrétant des composés antimicrobiens comme le 2,4-diacétylphloroglucinol, I’acide

cyanhydrique et les sidérophores (Wei et al., 2006).

Au sein de ces biofilms, les bactéries échangent de I'information par voie chimique, un
mécanisme nomme quorum-sensing (Fuqua et al., 1994 ; Venturi et al.,2015). Dans ce
systeme, la communication repose sur la synthése et la diffusion, de bactérie a bactérie, de
petites molécules appelées acylhomosérines lactones (AHL). Le systeme LuxI/R chez les
Pseudomonas spp. Fluorescentes utilisant généralement ces molécules comme molécule signal,
produites par une synthese (I) et reconnues par un régulateur (R). A faible densite cellulaire, la
synthase est également faiblement exprimée. Les AHLs vont s’accumuler dans le milieu
extracellulaire au cours de la croissance et lorsque leur concentration atteint un seuil, vont
interagir avec leur récepteur spécifique. La formation du complexe récepteur/AHL entraine la
modulation de I’expression des genes cibles dont le géne de la synthase, d’ou le nom
d’autoinducteurs donné aux AHLs. Cette boucle d’auto-induction conduit a 1’activation du
systéme chez les bactéries voisines, expliquant la notion de réponse coordonnée de 1’ensemble

de la population (Khalilzadeh, 2009).
111.4 Effets bénefiques

I11.4.1 L’utilisation des Pseudomonas spp fluorescentes comme biopesticides

La lutte antiparasitaire par les biosagents microbiens a recu beaucoup d'attention apres la
découverte de toxines insecticides provenant de micro-organismes comme Pseudomonas spp.
Fluorescents. Il a été signalé que P. fluorescens présentait une activité insecticide envers
plusieurs ravageurs tels que les pucerons (Hashimoto,2002), les coccinelles phytophages (Otsu
et al.,2004) et les termites (Devi et Kothamasi ,2009). Les P. fluorescens ont été aussi efficaces

contre la mouche des fruits, Drosophila melanogaster.
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111.4.2 Utilisation des Pseudomonas spp. fluorescentes comme biofertilisants

Certaines souches de PGPR ont été exploitées a une échelle commerciale comme des inocula
destinés a I'application en agriculture en tant que biofertilisants. Pseudomonas fluorescens est
la premiére PGPR a avoir fait I'objet de formulation a base de talc et a étre utilisée comme un
biofertilisateur sur la semence de la pomme de terre dans I'objectif de promouvoir la croissance
(Kloepper et Schroth, 1981 ; Pathak et al., 2017). En général, les souches de Pseudomonas
fluorescens offrent le plus de potentialités d'utilisation comme biofertilisants et agent de
biocontréle (Dubeikovsky et al., 1993 ; Pathak et al.,2017). (Tableau 3).

111.4.3 Utilisation des Pseudomonas dans le biocontréle des maladies

L'application de P. fluorescens a inhibé les agents pathogénes du sol dans plusieurs cultures
annuelles comme le coton, la pomme de terre, le tabac, le lin, concombre, tournesol, blé et riz
(Ganesan et Gnanamanickam, 1987 ; Swati et al., 2015) et dans les léegumineuses comme le
pois chiche, le pois cajan (pois d’angole) (Jayashree et al., 2000; David et al.,2018). (Tableau
3).

Tableau 3: liste de certain produit commercialisé a base de Pseudomonas Fluorescens
(Pratiksha et al., 2022; Sankari et al.,2019)

Type de produit Nom de Produit | Souche de Pseudomonas | Pays fabricant

Agent biocontrdle Monas P. fluorescens Inde
Agent biocontréle Gmax Phyton P. fluorescens Inde
biofertilisant Fosforina P. fluorescens Cuba

biofertilisant Bio Gold P. fluorescens Sri Lanka
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I.Matériel

Le travail effectué consiste a étudier D’activité antagoniste des Pseudomonas  spp.
Fluorescentes isolées de la rhizosphere du palmier dattier, au niveau du laboratoire de
phytobactériologie de I’université Saad Dahlab Blida durant une période allant du mois de mars

au mois de juin 2022.
1.1 Matériel non biologique

Le matériel non biologique représenté par, les verreries, ’appareillage (Annexe 1) et les
milieux de culture en (Annexe 2).
1.2 Matériel biologique
1.2.1 Le sol

Le sol utilisé provient de la rhizosphere de quatre cultivars de palmier dattiers (tableau 4) de
la région Taghit situé au Sud-Est de la wilaya de Béchar.Les échantillons sont prélevés de
maniere aseptique de la couche sous-jacente (rhizoplan) a une profondeur de (10 -15 cm), puis
mélanges pour générer un échantillon de sol représentatif. Celui-ci est apporté au laboratoire,

séché a l'air libre, et tamisé a lI'aide d'un tamis de 2 mm.

Tableau 4 : Caractéristique des échantillons du sol

Région Taghit
Cultivare age Abréviation
Biskra 02 ans TB
Feggous 10 ans TF
Cherka 20 ans TC
Ras el hmar 25 ans TR

1.2.2 Souches fongiques

Pour évaluer I’activité antagoniste des souches bactériennes, nous avons utilis¢ deux formes
spéciales de Fusarium oxysporum (Fusarium oxysporum f.sp lycopersici, Fusarium oxysporum
f.sp albedinis). Ces souches fongiques appartiennent a la collection du laboratoire de Mycologie

(Département de Biotechnologie 1’Université Blidal).
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I1.Méthodes

11.1. Isolement et purification des souches de Pseudomonas spp. Fluorescents a partir du
sol

10g du sol a été introduit dans 90 ml d’eau distillée stérile. La dilution de 107 est ainsi
obtenue et soumise a une agitation continue pendant dix minutes. Par la suite, une série de
dilutions décimales a été réalisée a 1’aide d’une micropipette de 1000ul jusqu’a 1’obtention de
la dilution 10 (Figure 3).

Figure 3 : Préparation des dilutions décimales. (Original,2022)

500 pl de chaque dilution a été étalée sur milieu King B avec des billes en verre stériles
(figure 4). Les boites de Pétri portant les inscriptions requises (dilution, date) ont été incubées
a 25° C pendant 24 a 48 heures. Aprés I’incubation, les colonies d'aspect variable et
fluorescentes sous UV (365 nm) ont fait I’objet d’un repiquage sur milieu King B (King et al.,
1954) et un numéro de code leur a été attribué.

Figure 4 : Etalement par des billes en verre (original,2022)
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11.2 Purification des souches

La pureté des souches fluorescentes a été vérifiée sur milieu King B. Par la réalisation de

plusieurs repiquages successifs afin d’obtenir des souches pures.

I1. 3 Conservation des souches

Les cultures fluorescentes pures de Pseudomonas spp. Sont conservées a 4°C dans du milieu

KB sur des tubes inclinés.

1.4 Identification des souches

L’identification des souches Pseudomonas spp. Fluorescentes a été réalisée selon la clé

dichotomique proposée par Bossis (1995) (figure 5).

)
Fluorescence +
Oxydase +
Arginine +
Tabac -
- \
Gelatine | Gelatine
+ -
Trehalose + Trehalose - Trehalose + Trehalose -
Levane + Levane + || Levane - | Levane - [| Levane + | Levane - || Levane - LAp+ | L-tp-
Deni + Deni - Deni + Deni - Deni- | Deni+ Deni -
4 AT
.
N
L' afa + L' a!a -
LA
L{+)tar+ H L{+) tar-
T y Y ¥ v Y ¥ e v ¥ Y ¥
4 y - . ; y » " " Intermédiaire
sz | = | 2 S. | 52| 8- | 5 EE | 55 2« | S
SE | Sk | .58 o | SElSE |2 S | Sz | PMo/Pput | &S5 | B
o= - [-¥ AR Wl - ¥ R a = AR s

Figure 5 : Clé dichotomique de Bossis (1995)
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11.4.1 Production du pigment fluorescent

Sur milieu KB ensemencé avec des cultures pures, la génération de pigment fluorescent
diffusible a été examinée. La fluorescence a été révélée sous lumiére UV (350 - 400 nm) apres
24 3 96 heures d'incubation a 26° C.

11.4.2 Etude morphologique
L’examen macroscopique consiste a étudier a 1’ceil nu P’aspect, la taille, la forme et la

couleur, le diametre et la pigmentation des colonies.
11.4.3 Caractérisation physiologique et biochimique

Les tests biochimiques suivants ont été effectues : coloration de Gram, oxydase, catalase,

recherche de la gélatinase et de I’arginine dihydrolase (ADH).
A) Coloration de Gram

C’est la technique de coloration des micro-organismes la plus utilisée dans I'étude et la
classification des bactéries en deux grands groupes : les bactéries a Gram positif et a Gram
négatif. Cette technique a été mise au point par Hans Christian Gram en 1884, La coloration
de Gram est un test essentiel dans la microbiologie. Elle permet de différencier les bactéries

selon leur forme et leurs tailles.

Les bactéries sont étalées sur une lame, elles sont fixées a la chaleur, puis elles sont colorées
successivement avec une solution de violet de gentiane ou de cristal violet et traitée avec lugol
; La préparation est ensuite traitée avec un solvant organique, tel qu'un alcool. Les Gram-
positives sont résistantes a la décoloration due a l'alcool. Tandis que les Gram-négatives,
changent rapidement de couleur. Aprés le solvant, la contre coloration est effectué avec un
colorant rouge, tel que la fuchsine. Les bactéries Gram-positives sont violettes, tandis que les

bactéries Gram-négatives, sont roses.
+ Test de KOH

Une autre méthode, décrite par Suslow et al., (1982), a été utilisée et consiste a déposer sur une
lame deux a trois gouttes d’une solution de KOH (3 %) et on dépose une créme bactérienne de
24h. La réponse positive corrélative au Gram négatif se traduit par 1’obtention d’un filet
visqueux qui est généré par la lyse et la mort des cellules avec de I'ADN cellulaire libre.
B) Recherche de I’oxydase
Il consiste a mettre en évidence la capacité de la bactérie a oxyder un réactif (NN-diméthyl
- paraphyléne +. Le test est réalisé par mise en contact d’une créme bactérienne jetine de 24h

avec un du papier filtre imbibé du réactif a I’aide d’une pipette Pasteur (instrument n’oxydant
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pas le réactif). Le cytochrome oxydase se manifeste par 1’apparition d’une coloration violette
apres 10 secondes. La réponse est positive, tardive lorsqu’elle apparait en retard (10 a 60
secondes) ; apres ce temps la réponse est négative. Il permet de mettre en évidence une enzyme
: la phényléne diamine oxydase des bactéries a partir de leur culture en milieu gélosé. Cette
enzyme est capable d’oxyder un réactif : le N-diméthyl paraphénylene diamine (Hildebrand et
al., 1988).

C) Recherche de la catalase

La catalase est une enzyme de haut poids moléculaire présente dans toutes les bactéries
aérobies, qui leur permet de survivre en présence d'oxygéne. En plus de la chaine respiratoire
des cytochromes, il existe en effet chez les aérobies une chaine accessoire courte, fixant
I’hydrogéne sur I’oxygéne en aboutissant a de 1’eau oxygénée (peroxyde d’hydrogene) selon la

réaction :
2 H,02=>2 H,0 +09

L'enzyme est étudiée simplement en exposant une colonie a quelques gouttes de H20, a 10
V. Une émission importante de gaz confirme la présence d'une catalase. La catalase est présente

chez les Pseudomonas.
D) Recherche de gélatinase

Les acides aminés sont libérés a la suite de la dégradation de la gélatine par une enzyme
extracellulaire. Le milieu passe a I'état liquide suite a cette réaction (Gardan et Luisetti, 1981).
Une créme bactérienne jeune de 24 heures est ensemenceée par piqre centrale dans des tubes a
essai contenant le milieu gélatineux, puis les tubes a essai sont mis en culture a 25° C pendant
7 a 15 jours. Apres l'incubation, les tubes d'inoculation et les témoins non inoculés sont déposés

au traduit par la liquéfaction du milieu.
E) Recherche de I’arginine dihydrolase ADH

Le systéeme arginine dihydrolase catalyse I'nydrolyse de I'arginine en ornithine, NH3, et CO,

avec un gain d'ATP :

Argenine ureedase
Argenine+H,0 === citruline ! » ornithine+CO2+NH2+ATP
Deiminase H.O+ADP+PI

L'arginine dihydrolase (ADH) est une enzyme qui permet la libération de I’ammoniac et de

citruline a partir de I’arginine et elle n’est active qu’en anaérobiose et en milieu acide.
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L’hydrolyse de I’arginine a été testée dans des tubes du milieu moeller (ADH), qui ne
renferment qu’une seule source de carbone, le glucose. Les tubes inoculés ont été recouverts
par une couche d'huile de vaseline et incubés a 25° C pendant 5 jours. La réaction positive est
révélée par une alcalinisation du milieu qui devient violet di a la dégradation de I’arginine

aboutissant a la formation d’ammoniaque.

I1.5 Test d’activité antagoniste in vitro des Pseudomonas spp. Fluorescents
11.5.1 Purification des souches fongiques

La vérification de la pureté des souches fongiques a été réalisée par transplantation
successive des disques de champignons fongiques agés de 7 jours sur le milieu PDA (Jusqu’a
ce que les souches pures soient produites) (Johnston et Booth, 1983), ensuite incubées a 30°

C pendant 7 jours, Les souches purifiées ont été conservées a 4°C.
11.5.2 Activité antagoniste

Le but du test d'antagonisme in vitro est de confirmer et d'estimer les activités antagonistes
des microorganismes sélectionnés contre deux champignons phytopathogénes. Les activités ont

été testées sur deux milieux nutritifs différents :

A) Le milieu KB, plus favorable au développement des Pseudomonas.

B) Le milieu PDA, plus favorable au développement des champignons.

L’évaluation de I’action inhibitrice (phénomeéne d’antagonisme) a été testée selon la méthode
de confrontation directe (Figure 6) en boite Pétri décrite par vincent et al., (1991). Cette
méthode consiste a ensemencer les souches de Pseudomonas spp. Fluorescentes agée de 24
heures sous forme d’une ligne sur une distance de 1.5 cm a partir des deux bords d’une boite
Pétri contenant le milieu de culture. Aprés 24h d’incubation a 25° C, un disque de 0.5 cm de
diametre de chaque champignon phytopathogéne FOA (fusarium oxysporum albedinis) et FOL
(fusarium oxysporum lycopersici) est prélevé puis déposé a 1’aide d’une pipette pasteur stérile
au centre de la boite, sur les milieux (PDA, KB). 2 répétitions ont été effectuées pour chaque

interaction.

L’activité antagoniste est indiquée par la réduction de croissance des colonies mycélienne
des champignons FOA et FOL en présence des souches Pseudomonas spp. Fluorescents par
rapport aux croissances myceéliennes des témoins.

Les témoins sont représentés par des cultures cryptogamiques pures inoculées sur les deux
milieux (King B, PDA). L’incubation des boites est faite a 25°C pendant 7 jours.

L’activité antagoniste est indiquée aussi par le calcule de taux d’inhibition.
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L’évaluation du taux d’inhibition de la croissance mycélienne des champignons pathogenes
est estimée selon la formule suivante (Wang et al., 2002) :
(190) Inhibition = (R témoin-R test)/R témoin x100
R témoin : distance radiale maximale de croissance du champignon. R test : distance radiale

sur une ligne en direction de I’antagoniste. A partir de 20% on peut parler d’inhibition.

1.5cm I

I 1.5cm

Figure 6 : Méthode de confrontation directe en boite de Pétri entre les souches bactériennes de
Pseudomonas Spp. Fluorescents et 1’agent phytopathogéne.

@ : disque du champignon

-  Trait de bactérie

1.6 Les méthodes de détection de formation des biofilms par Pseudomonas spp.

Fluorescentes

Les souches ayant montré une activité antagoniste ont été sélectionnées pour le test de mise

en évidence de leur capacité a former des biofilms. Deux méthodes ont été réalisées :

+«»+ La méthode de culture sur gélose de rouge Congo (RCA).
+«+ La méthode de coloration par crystal violet (CV).
11.6.1 La détection des biofilms par culture sur gélose de rouge Congo agar (RCA)

Selon Freeman et al., (1989), la méthode de culture sur milieu rouge Congo est sensible,
rapide, elle permet d’avoir des colonies viables sur le milieu et elle est tres convenable pour la

détection des souches productrices de slime.

Cette technique consiste a utiliser un milieu solide fabriqué a partir de bouillon du coeur
cervelle (BHIB) qui a été melangé avec du Rouge Congo et 5% du saccharose. Sur le milieu

RCA, le colorant Rouge Congo réagit directement avec certains polysaccharides bactériens.

Le résultat positif a été indiqué par des colonies noires avec une consistance cristalline seche.
Les souches non productrices de slime généralement restent rouges. Les souches de phénotype

variable donnent des colonies rouges a centre noir ou des colonies noires a centre rouge.

Elles ont été considérées comme des souches productrices de Slime (Touati et al., 2007).



Chapitre 11 Matériel et méthode

11.6.2. La détection des biofilms par coloration au cristal violet (Cv)

C’est une technique qui permet 1'évaluation qualitative et quantitative de la formation de
biofilm, décrite par Christensen et al. (1982) et Stepanovié¢ (2007), cette technique est réalisée
sur des Eppendorfs, ces derniers contiennent le milieu LB et sont inoculés avec des souches
bactériennes (2 répétitions pour chaque souche), puis incubés a 27° C pendant 20 h. Le milieu
de culture ainsi que les bactéries planctoniques sont ensuite éliminés par ringage et la formation
du biofilm bactérien est révélée par coloration au cristal violet (0.4%). Le test est positif s’il y
a une visualisation d’un anneau sur la paroi de I'eppendorf (Mathur et al., 2006 ; Bellifa, 2014).
La lecture de I’absorbance sur le spectrophotomeétre a une longueur d’onde de 620 nm est faite

pour quantifier le biofilm obtenu.

Lecture :
La classification des résultats obtenus présentés sur la base du DO du témoin (hola et
ruzicka, 2011). Les souches ont été classées comme suit :
DO < Dot (t¢émoin) : non formatrice du biofilm
DOtx2 < DO < DOtx4 : modérée
DOtx4 < DO : fortement formatrice du biofilm
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Au cours de cette étude, nous avons analysé 4 échantillons du sol saharien au niveau de
laboratoire de phytobacteriologie sur une période de quatre mois. Aprés l’isolement, et
I’identification des souches ainsi que la réalisation du test d’antagonisme et le test de biofilm

nous avons obtenu les résultats ci-apres.
111.1 Résultats de I’isolement et I’identification
111.1.1 Fréquence des souches isolées a partir du sol

L’isolement des bactéries a partir du sol saharien nous a permis d’isoler 40 souches de
1’échantillon initial, dont 32 (80%) souches sur 40 sont des souches fluorescentes (figure 7), le

reste est représenté par des souches non fluorescentes.

M Souches
fluorescents

® Souches non
fluorescents

Figure 7 : La fréquence de souches fluorescentes et non fluorescentes isolées

111.1.2 Identification des souches de Pseudomonas spp. Fluorescents

L’identification des souches isolées a été réalisée essentiellement selon la clef de. Bossis
(1995).
111.1.2.1 Identification macromorphologique
111.1.2.1.1 Caractéristiqgues morphologiques

Apres la purification, les souches bactériennes ont montré des caractéres culturaux trés
rapprochés sur le milieu KB. D’une manic¢re générale, les colonies présentent un contour
régulier, la coloration est souvent creme et parfois beige. Pour toutes les souches, 1’aspect des
colonies est lisse, leur élévation est convexe et le diamétre varie de 0.5 a 4 mm, et cela, en

fonction de I’age de la culture. Les résultats de la caractérisation physiologique sont représentés

dans le (tableau 7).
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111.1.2.1.2 Test de la Fluorescence

Le test de la fluorescence réalisé sur les 32 isolats a révélé la présence d’un pigment
fluorescent traduisant par une couleur jaune verdatre sous la lampe UV (350 nm) (Figure 8),
dont I’intensité de la fluorescence varie d’une souche a une autre. Nous avons constaté que la

fluorescence varie non seulement en fonction des souches, mais aussi selon 1’age de la culture.

La coloration et I’intensité du pigment émis varie du vert- jaune au jaune- brun. Ces mémes

observations ont été signalées par Digat et Gardan (1978).

Figure 8 : La fluorescence des isolats bactériens sous UV (350nm)
111.1.2.2 Identification biochimique des souches isolées

111.1.2.2.1 Coloration de Gram

La coloration de Gram a révélé que 15 sur 32 isolats soit 47 % sont des bacilles a Gram
négatif (Figure 9). Ce constat est Vérifié par le test de potasse indicateur de Gram.
L’augmentation de la viscosité du KOH et la formation d’un filament mucoide confirment que

ces bactéries sont a Gram négatif (Tableau 5) et (Figure 10).

B Gram +

B Gram -

Figure 9 : La fréquence des souches Gram — et Gram +
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Figure 10 : La formation d’un filament mucoide confirmant le Gram négatif par le test de KOH

111.1.2.2.2 Test d’Oxydase
D’apres les résultats, toutes les souches sont oxydase +, 100% des souches ont été retenues

pour le test de catalase (Tableau 5) et (Figure 11).

111.1.2.2.3 Test de Catalase
D’aprés les résultats, toutes les souches (100%) sont catalase positif (Tableau 5) et

(Figure 11).

Figure 11 : Résultats des tests d’oxydase et de catalase. A : L’oxydase ; b : catalase

111.1.2.2.4 Tests d’Hydrolyse de I’arginine ADH et Recherche de la gélatinase
D’apreés les résultats (Figure 12 et Tableau 5), nous constatons que :
e La dégradation de I'arginine a été notée chez toutes les souches testées (100%). Le
résultat positif se traduit par [’apparition d’une coloration violette suite a

I’alcalinisation du milieu.
e L’absence de la production de la gelatinase a été révelée chez toutes les souches

(100%) se traduisant par la solidification du milieu.
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Figure 12 : Résultat des tests arginine et gélatine. A : test de I’arginine ; B : test de gelatinase
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Tableau 5 : Quelque caractéristique d’identification des souches Pseudomonas spp

fluorescentes isolées

Souche | Fluorescence | Gram | KOH | 'eSistance | catajase | oxydase | argenine | gélatine Identification des souches
au tabac
B P.putida/ groupe intermediaire
Jaune- vert - - _ + + + - )
3(2) P.putida-P.fluorecens
B P.putida /groupe intermediaire
Jaune- vert - - _ + + + - )
7(2) P.putida-P.fluorecens
TB1( P.putida/ groupe intermediaire
Jaune- vert - - _ + + + - )
1) P.putida-P.fluorecens
TB 3 P.putida/ groupe intermediaire
Jaune- vert - - _ + + + - )
3 P.putida-P.fluorecens
TB 4 P.putida/ groupe intermediaire
Jaune- vert - - _ + + + -
1 P.putida-P.fluorecens
TB1 P.putida-/ groupe intermediaire
Jaune- vert - - _ + + + - .
2 P.putida-P fluorecens
TC1 P.putida/ groupe intermediaire
Jaune- vert - - ) + + + - )
2 P.putida-P.fluorecens
TB7 P.putida/ groupe intermediaire
Jaune- vert - - ; + + + - )
1 P.putida-P.fuorescens
TB7 P.putida/ groupe intermediaire
Jaune- vert - - _ + + + - )
2 P.putida-P.fluorecens
TR8 P. putida/ groupe intermediaire
Jaune- vert - - _ + + + -
1 P.putida-P.fluorecens
P.putida / groupe intermediaire
TF1 Jaune-vert - - . + + + - .
P.putida-P.fluorecens
P.Putida/ groupe intermediaire
TF61 | Jaune-vert - - ) + + + - )
P.putida-P.fluorecens
P.putida/ groupe intermediaire
B2 Jaune vert - - _ + + + -
P.putida-P.fluorecens
P.putida/ groupe intermediaire
TF6 Jaune-vert - - _ + + + - )
P.putida-P.fluorecens
P.putida/ groupe intermediaire
TB8 Jaune-vert - - ) + + + - )
P.putida-P.fluorecens

34




Chapitre 111 Résultats et discussion

Les méthodes de caractérisation ont permis une identification préliminaire des isolats issus
du biotope étudié (rhizosphere de quatre variétés de palmier dattier). La sélection initiale a
permis de constituer une collection de 32 isolats fluorescents. Les tests de I’oxydase et de
I’arginine-dihydrolase, considérés comme des tests déterminatifs dans I’identification des
Pseudomonas spp. Fluorescentes (Bossis, 1995), ont été pratiqués sur les 15 souches de gram.

- L’étude des cytochromes respiratoires a permis de distinguer P. aeruginosa des autres
espéeces saprophytes ayant une cytochrome C oxydase (Stanier et al., 1966) et de la plupart des
especes phytopathogénes dépourvues de cette enzyme (Lelliot et al., 1966 ; Sands et al., 1967
; Palleroni,1984).

Les résultats ont permis de retenir 15 souches [oxydase (+), arginine (+) et tabac (-)],
apparentées a des Pseudomonas spp. Fluorescentes saprophytes, soit un taux de 37,5 % du total

des souches isolées.

Les caracteres physiologiques et biochimiques des isolats bactériens, selon les réactions
obtenues dans les tests discriminatifs proposés par Bossis (1995) [Arginie (+), gelatine (-)] ont
permis de regrouper toutes les souches Pseudomonas spp fluorescents (100%) en :
Pseudomonas putida ou au sein du groupe intermédiaire entre P. putida et P. fluorescens
(Tableau 5).

111.2 Résultats de la sélection des souches de Pseudomonas spp. Fluorescentes
antagonistes

Parmi les 15 souches pré-identifiées, dix souches de Pseudomonas spp. Fluorescentes
(représentatif de chaque échantillon du sol) ont été testées pour leur capacité a inhiber la
croissance mycélienne de Fusarium oxysporum f.sp. albedinis (Foa) et Fusarium oxysporum
f.sp. lycopersici (Fol) sur deux milieux (KB et PDA). Cette inhibition se traduit par la réduction
du diametre des colonies de Fusarium par rapport au témoin. La lecture des résultats de

I’activité antifongique :

e Milieu King :

Sur le milieu King, huit souches exercent une activité antagoniste vis-a-vis le champignon
Foa et neuf souches vis-a-vis le Fol. Le résultat se voit clairement sur les boites de Pétri lors de
la comparaison avec le témoin. Ces souches sont considérées inhibitrices avec un taux
d’inhibition >20%. Les résultats obtenus sur le milieu King B sont illustrés, sur les (Figures 13

et 14) et (Tableau 8 et 9).
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Figure 13 : Histogramme qui représente les taux d’inhibition des souches bactérienne dans le milieu
King B vis-vis les champignons Foa et Fol

La lecture de la (figure 13) nous indique que le taux d’inhibition est variable et important
pour les souches vis-a-vis des deux champignons dans le milieu King B.
Les résultats montrent une forte activité antifongique chez les souches TB 3, TC1 avec des taux
d’inhibition de 55% et 78% vis-a- vis du Fusarium oxysporum f.sp. albedinis et 80%, 59% vis-
a- vis Fusarium oxysporum f.sp lycopersici.

Pour la souche (TB7) aucun effet sur la croissance des souches fongiques Fusaruim

oxysporum f.sp. albedinis et Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici a été indiqué.

Activité antagoniste de la souche TB 3 contre Témoin FOA
FOA
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FOL

Activité antagoniste de la souche TC contre FOL Temoin FOL

Figure 14 : photos du test d’antagonisme de quelques souches avec les témoins correspondants sur le
milieu KB

e Milieu PDA :
Selon les (Figure 15 et 16) et (Tableau 8 et tableau 9) qui représentent les résultats de
’effet antagoniste exercé par les souches bactériennes, nous remarquons que :
= Toutes les souches ont montré un pouvoir antifongique vis-a-vis du Fusarium oxysporum
f.sp. lycopersici sur le milieu PDA avec un taux d’inhibition >20% donner le meilleur
taux d’inhibition et le faible taux avec les souches.
+ TB7 est la seule souche qui n’a pas exercé un pouvoir antifongique vis—a-vis le

champignon fusarium oxysporum f.sp. albedinis avec un taux d’inhibition de 11% <20%
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Figure 15 : histogramme qui représente les taux d’inhibition des souches bactérienne dans le milieu
PDA vis a vis les champignons FOA et FOL
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Activité antagoniste de la Souche TF1 contre FOL

Figure 16 : photos du test d’antagonisme de quelques souches avec les témoins correspondants sur le
milieu PDA

111.3 Résultats des tests de formation de biofilm

Les tests de formation du biofilm ont été réalisés sur les mémes souches qui ont fait 1’objet

de I’activité antagoniste.
111.3.1 Méthode de rouge Congo (RCA)

Les souches qui ont montré une activité antagoniste ont été testées pour leur habilité de
production de slime sur milieu RCA. Selon Freeman et al., (1989). Un resultat positif est
indiqué par des colonies noires avec une consistance cristalline seche. Les souches non

productrices de slime généralement restent rouges.

Apres I’incubation de 24h a 27°C, les souches TB8, TB2, TC1, TB7, TR8 ont révéler une
couleur de colonie noir sur le milieu (RCA) alors que les souches TB4, TF6, TB3, TB1, TF1
ont révéler une couleur de colonie rouge sur le milieu (RCA). D’aprés les résultats obtenus

illustrés sur les (figures 17 et 18). 50% des souches testées sont formatrices de biofilm.
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Figure 17 : Résultats positifs de test rouge congo

Figure 18 : Résultats négatifs de test rouge congo

111.3.2 Méthode de cristal violet (CV)

Les souches ont été testées pour leur capacité de produire du biofilm in vitro. Ceci par la
méthode de coloration au cristal violet. Aprés 24 heures d’incubation a une température de
27°C, la formation des biofilms a été observée a 1’ceil nu sur les eppendorfs. La densité optique
a ensuite été mesurée par un spectrophotometre et exprimée en DO a 620 nm. Les résultats
obtenus ont permis de mettre en évidence la capacité de neuf souches isolées de Pseudomonas

spp. Fluorescentes a former des biofilms.

Selon les travaux de (Stepanovié et al., 2000., 2007). Les souches comptent tenu de leur
pouvoir adhérent, ont été classées en quatre catégories : non adhérentes, faiblement adhérentes,

modérément adhérente et hautement adhérente.
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DO < Dot (témoin) : non formatrice du biofilm
DOtx2 < DO < DOtx4 : modérée
DOtx4 < DO : fortement formatrice du biofilm

+ Les résultats de mesure de densité optique sont représentés dans le (Tableau 6).

Tableau 6: résultats de DO du test de la formation du biofilm par la méthode de CV

Les souches DO des souches (témoin) DO du biofilm | Production du biofilm

TB4 0,27 0.67 modérée

TF1 0,3 0.67 non formatrice
TB3 0,29 0,555 modérée

TB?2 0,3 0,814 modérée

TB1 0,33 1,1075 modérée

TB7 0,3 0,9285 modérée

TF6 0,27 1,142 fortement Formatrice
TB8 0,28 0,972 modérée

TC1 0,29 2,533 fortement Formatrice
TR 8 0,31 0,857 modérée
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Figure 19 : Histogramme représente la densité optique des souches productrices du biofilm

A partir du (Tableau 6 et figure 19), nous déduisons que 90% des souches sont formatrices
de biofilm. Les souches TB4 TB3, TB2, TB1, TB7, TB8, TR8 sont des souches modérément
productrices, seuls les deux souches TF6, TC1 sont fortement formatrices avec une meilleure
densité optique de 2.5 enregistrée par la souche TC1 [Dot (0.29) x4< DO TC1]. La souche TF1
s’est montrée non formatrice. La TC1 est la souche la plus formatrice de biofilm.

On observe que les résultats de détection de biofilm des deux méthodes culturales sur (RCA)

et cristal violet sont significativement différentes.

Figure 20 : Photos des différentes épaisseurs des anneaux de biofilm
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111.2 Discussion

Les Pseudomonas spp. Fluorescentes présentent un intérét scientifique et se caractérisent par
une diversité phénotypique et génétique en relation avec leur impact positif sur le
fonctionnement de la rhizosphere, en exercant des actions directes et/ou indirectes sur le
développement de la plante (Benchabane et al., 2000 ; Digat et al.,1987 ; Keel et al., 1996 ;
Kloepper et al.,1981). Ces rhizobactéries représentent un modele d'étude pour la
compréhension des interactions rhizosphériques avec les plantes (Digat et al., 1987 ; Jaques
et al.,1994 ; Latour et Lemanceau, 1997, ; Lugtenberg et al., 2001).

Les isolements effectués ont permis d’isoler 32 souches dont 10 sont des Pseudomonas spp.
Fluorescents, cette densité est probablement due aux différents facteurs qui influencent la
croissance et la survie des microorganismes. La diversité microbienne dans différents biotopes
dépend de plusieurs facteurs : la salinité, la solubilité de 1’oxygéne, la température, le ph, du
potentiel hydrique et la disponibilité des éléments nutritifs (Cacciari et al., 2003).la présence
des souches Pseudomonas spp. Fluorescents dans le biotope étudié (sol saharien) qui est
considéré comme un milieu extréme est due a leur caractere ubiquitaire et pouvoir d’adaptation
(Bossis et al., 2000 ; Moll et al.,2008 ; Anderson et al.,2018). La distribution des populations
de Pseudomonas spp. Fluorescents telluriques est influencée par la plante et le sol (Achouak
et al., 2000 ; Delorme et al.,2002).

L'identification et la classification des souches obtenue a été réalisée selon différents critéres
phénotypiques (morphologie, production des pigments, et coloration de gram, test oxydase et
catalase). L’étude macroscopique réalisée sur milieu King B a permis d’observer des colonies
de forme circulaire, opaque a semi translucide de couleur beige et une taille qui varier entre 0.2-
0.5 cm. La pigmentation produite par ces souches est d’une couleur jaune verdatre.

D’apreés nos résultats les souches sont gram-, catalase +, oxydase +. Nos résultats concordent
avec ceux de (Latour et Lemanceau, 1997). Les especes saprophytes de Pseudomonas spp.
Fluorescents sont catalase positive, mésophile chimio-organotrophes puisqu’elles peuvent
croitre dans un milieu minéral ne contenant qu'une seule source de carbone. Les souches
obtenues sont arginine + et gélatine - donc elles sont probablement Pseudomonas putida ou
appartiennent au groupe intermédiaire entre P. fluorescens et P.putida, selon (Bossis et coll.,
2000 ; Chapalain et coll., 2008 ; Palleroni, 2005 ; Stanier et coll., 1966) .P. putida se

distingue de P. fluorescens par son incapacité a liquéfier la gélatine.
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Le genre Pseudomonas est I'un des genres bactériens les plus diversifiés et sa taxonomie a
subi de nombreux changements. Des études antérieures ont donné lieu a la division du groupe

P. fluorescens en cing biovars (de 1 a V, synonymes des biotypes A, B, C, F et G) en fonction
de caractéristiques phénotypiques tels que les essais métaboliques, la composition de l'acide
gras et les profils des protéines (Palleroni, 2005).

La grande hétérogénéité phénotypique entre les souches de P. putida a donné lieu a la
subdivision de I’espéce en deux grands biovars (ou biotypes), A et B (Palleroni, 2005).
Toutefois, des études récentes de ribotypage semblent indiquer que la subdivision interne de
I’espéce devrait étre revue (Palleroni, 2005 ; Mulet et coll.,, 2013) ont conclu que la
différenciation selon les biovars est obsolete, mais que les caractéristiques phénotypiques qui
lui sont associées peuvent encore s’avérer utiles pour distinguer les souches.

Pour complémenter I’identification phénotypique des méthodes phénotypiques avancées
ainsi que des méthodes génotypiques fondées sur la séquence, la composition et la structure des
acides nucléiques ainsi que 1’expression des protéines sont utilisées.

La technologie phénotypique avancée de biolog GEN III est utilisée pour 1’identification des
bactéries, et fournit des informations précieuses sur les propriétés des souches et
I’identification au niveau de I’espéce.

Les methodes genetique tel que le séquencage avec I’ARN 16S et I’analyse par
spectrométrie de masse MALDI-TOF du protéome bactérien entier peut étre utilisée pour
I’identification rapide des Pseudomonas fluorescents (Anderson et al., 2012). Parmi les autres
méthodes qui peuvent étre utiles pour ’identification et la classification des espéces de
Pseudomonas, mentionnons 1’analyse phylogénétique avec la séquence des génes gyrB et rpoD
(Yamamoto et coll., 2000), les biopuces d’oligonucléotides a haute densité. (Elomari et al.,
1997 ; Ballerstedt et al., 2007).

L’activité antagoniste est testé sur 10 souches de Pseudomonas spp. Fluorescentes vis- a vis
de deux champignons Fusarium oxysporum f. sp albedinis et Fusarium oxysporum f. sp
lycopersici sur deux milieu de culture KB et PDA. Les résultats ont révélé que la majorité des
souches ont un pouvoir antagoniste vis-a vis le foa et vis-a-avis le fol sur les deux milieux.

Ces résultats témoignent de I’effet bénéfique des Pseudomonas spp. Fluorescentes en tant
qu’agent de biocontréle contre les phytopathogenes telluriques (Becher et Cook, 1988 ;
Lemanceau, 1992).

Une forte activité antagoniste est exercée par les souches TC1, TB3 a I’encontre des deux

champignons sur le milieu King B est probablement due a la production des sidérophores.
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La production en quantités importantes de ces molécules chélatrices permet aux
Pseudomonas spp. Fluorescentes de s'approprier tout le fer nécessaire a leur croissance et de le
rendre inaccessible aux autres microorganismes (Viswanathan et Samiyappan, 2004). Le fer
est un facteur limitant pour le développement des microorganismes et leurs activités biologiques
(Loper et Buyer, 1991). Les différences d’intensité du pouvoir inhibiteur de nos souches
pourraient étre liées a la nature et la quantité des substances sécrétées. (Mishagi et al., 1982),
on établi une corrélation entre la quantité des pigments fluorescents et le pouvoir antagoniste
des Pseudomonas.

D’autres part, le méme essai sur le milieu PDA révele la présence des zones d’inhibitions
autour du pathogene fongique FOA et FOL. Ce résultat peut étre expliqué par la présence des
métabolites secondaires a effet antifongique synthétisés par les souches ayant manifesté une
action inhibitrice contre le pathogéne. Ceci pourrait suggeérer la présence chez une méme souche
de nombreux métabolites variables selon le milieu de culture utilisé. Le milieu PDA utilisé dans
I’expérience de confrontation directe est riche en nutriments, la compétition peut étre exclue
comme le mode d’action de ces isolats (Landa et al., 1997). Dans I’ensemble les souches les
plus actives sur milieu PDA sont TC1, TB3, TF1. leurs activités antagonistes peuvent étre
corrélées avec leur métabolisme, notamment leurs métabolites secondaires notamment les
antifongique 2,4-diacetylphloroglucinol (DPG) (Haas et al., 1991 ; Keel et al., 1992),
pyoluteorine (Maurhofer et al., 1994), Pyrrolnitrin (Rosales et al., 1995 ; Ligon et al., 2000),
I’oomycine A (James et Gutterson, 1986 ; Howie et Suslow, 1991), I’acide cyanidrique et
d’autres enzymes de dégradations de parois cellulaire chez les champignons (protéases,
chitinases, cellulases, et pectinases).(Toua et al.,2013).

Le slime est définie comme la substance polymérique extracellulaire, également connue sous
le nom d’exo-polysaccharides (EPS) (Chaieb et al., 2005). Le slime est composé de
macromolécules, glycoprotéines, polysaccharides et de peptidoglycanes, la structure chimique
exacte n'est pas bien définie (Sakarya et al., 2004).

Le Rouge Congo interagit directement avec certains polysaccharides bactériens formant un
slime et donnant des colonies noires, contrairement aux colonies non productrices qui restent
rouges (Rewatkar et Wadher, 2013 ; Kara Terki, 2014).

D’apres les résultats obtenus, 5 souches sont formatrices La lecture des résultats a été réalisée
selon Freeman et al., (1989) et Touati et al., (2007). Un résultat positif a été indiqué par des
colonies noires avec une consistance cristalline seche. Les souches non productrices de slime
géneralement restent rouges (Freeman et al., 1989). Les souches de phénotype variable

donnent des colonies rouges a centre noir ou des colonies noires a centre rouge.



Chapitre 111 Résultats et discussion

Elles ont été considérées comme des souches productrices de Slime (Touati et al., 2007).

Plusieurs auteurs signalent que la méthode de rouge Congo agar semble étre moins efficace
pour détecter la formation de biofilm in vitro (Hassan et al., 2011 ; Riizicha et al., 2004 ; Taj
etal., 2012).

La méthode de quantification des biofilms par coloration au cristal violet est parmi les
méthodes indirectes d’estimation de la production de biofilm sur différents types de substrats
(Djordjevic et al., 2002). La coloration absorbée est directement corrélée a la densité du biofilm
formé, et sa solubilisation permet une quantification de celui-ci (Musk et al., 2005).

La méthode de coloration par cristal violet est plus fiable pour quantifier un biofilm in vitro
que la méthode de RCA (Hou et al., 2012).

L’observation visuelle des eppendorfer montre que la formation du biofilm se caractérise par
la présence d’un anneau a ’interface air —liquide, L’intensité de 1’anneau formé est variable
d’une souche a I’autre.

D’apreés nos résultats obtenus a 1'issue de 1’observation visuelle des eppendorfs et celle de la
mesure de densité optique par le spectrophotometre a 620 DO et selon Stepanovic et al., (2000),
nous avons constaté que 9 souches sont formatrices de biofilm.

Les souches TC 1 et TF6 sont fortement formatrices de biofilm par apport au souches (TB1,
TB2, TB3, TB4, TB7, TB8, TR8) qui sont modérément formatrices et TF1 qui est non
formatrice.

L’analyse des résultats montre que la méthode de quantification des biofilms par coloration
au CV a permis de mettre évidence une formation de biofilm variable chez 1’ensemble de
souches étudiées en comparaison avec la méthode de RCA qui a permis de détecter la formation
de biofilms chez seulement 5 souches. Ces résultats sont semblables a ceux rapportés par
plusieurs travaux traitant les biofilms tels que 1’é¢tude de Filloux et Vallet (2003).

Dans la rhizosphere les biofilms jouent un réle clé dans les interactions plantes-bactéries et
bactéries-bactéries et déclenche I'expression de propriétés bénéfiques pour les plantes. (Ali et
al., 2017 ; Besset-Manzoni et al., 2018). La production d’exopolysaccharides dans les biofilms
par les Pseudomonas fluorescentes devrait conférer une protection contre les conditions non
favorables et aider a la colonisation bactérienne des racines. De plus, les exopolysaccharides
ont des caractéristiques de rétention d'eau et d'adhérence et jouent un réle important dans la
stabilisation des agrégats du sol et la régulation des nutriments et du flux d'eau a travers les

racines des plantes.(Velmourougane et al.,2017).
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Selon Rieusset et al.,(2020) une grande diversité de métabolites secondaires de
Pseudomonas fluorescentes était produite dans les biofilms certains des principaux composes
impliqués dans les interactions biotiques bactériennes comme les AHL ou les phénazines étaient
fortement renforcés.la biosynthése des métabolites secondaires dans le biofilm influencera les
interactions biotiques des Pseudomonas spp. Fluorescents avec leur plante héte et avec d'autres
microorganismes de la rhizosphére. Et permet d'améliorer I'activité de biocontrdle et de
biostimulation des bactéries.

L’utilisation des Pseudomonas fluorescentes comme un agent de biocontrdle constitue un
énorme potentiel mais les essais en plein champ rencontrent des difficultés. Ces difficultés
concernent surtout I’aspect formulation et méthodes d'applications, ce qui complique leur

commercialisation.
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Conclusion et perspective

Les pays sahariens, en particulier les pays du Maghreb, ou la culture de palmier occupe une
place economique importante, sont confrontés a une récurrence des maladies, notamment la
fusariose de palmier dattier causées par 1’agent phytopathogéne Fusarium oxysporum f. sp
albedinis.

Le contrdle biologique des maladies dues a des pathogenes du sol, par ’introduction des
microorganismes bénéfiques dans la rhizosphére, a été proposeé comme une alternative a
I’utilisation des substances chimiques. Certaines bactéries associées aux plantes,
particulierement les Pseudomonas spp. Fluorescentes, sont connues depuis longtemps pour leur
aptitude a réduire I’incidence des maladies telluriques.

Les isolements réalisés a partir d’un échantillon de sol rhizosphérique de 4 wvariétés
différentes de palmier dattier issues de la région de Taghit nous a permis d’obtenir 40 souches
dont 32 sont fluorescentes. La caractérisation (morphologique, microscopique et biochimique),
a permis d’identifier 15 souches de Pseudomonas spp. fluorescentes en se basant sur les clés de
Bosis (Bosis et al, 1995) on a constaté que les 15 souches appartiennent au groupe des
Pseudomonas putida ou groupe intermédiaire P. putida-P. fluorescences.

Dans la deuxiéme partie de notre travail, relative a la mise en évidence de confrontations
directes entre les phytopathogénes (Foa et Fol) et les dix souches (sélectionnées) sur deux
milieux de culture (PDA, KB) Les résultats du test d’antagonisme in vitro, ont montrés des
effets antagonistes de tous les souches testées. Ces derniéres sont considerées inhibitrices des
agents fongiques Fusarium oxysporum albedinis, Fusarium oxysporum lycopersici. Les
bactéries antagonistes montrent une variabilité du taux d’inhibition vis-a-vis du champignon
pathogéne En enregistrant des taux d’inhibition supérieur ou égale a 20 %. Nos resultats
révelent que la souche TC posséde le pouvoir inhibiteur le plus élevé contre le champignon
phytopathogénes Fusarium oxysporum albedinis dans les deux milieux avec un taux
d’inhibition de 78% sur milieu KB et 63% sur milieu PDA et un taux d’inhibition de 80% sur
milieu KB et 77% sur PDA, pour la souche TB3 contre Fusarium oxysporum lycopersici. A
travers les résultats obtenus, on a observé une variabilité de I'activité antagoniste des souches
testées dans les deux milieux ce qui suggére une diversité dans les mécanismes impliqués dans
le contrdle biologique.

La derniére partie de notre travail était le test du biofilm des souches Pseudomonas spp.
Fluorescentes par deux méthodes différentes, pour tester la capacité des Pseudomonas a vivre

en communauté bactérienne.
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Les résultats des deux méthodes été significativement différents, la méthode (RCA) a révélé
que 50% des souches sont formatrices de biofilm tandis que la méthode de coloration au cristal
violet et le dosage par spectrophotométrie a montré que 90% des souches sont formatrices avec

des densités optiques variables.

Cependant, a I’issue de notre travail, il est nécessaire d’effectuer une identification
phénotypique plus sophistiquée via la galerie api20NE et BIOLOG GEN 11 et génotypique par
des méthodes moléculaires tel que la PCR, western blot ou séquencgage de ’ARN16S.

Il est nécessaire d’étudier et d'identifier d’autres métabolites secondaires produits par les
Pseudomonas spp. Fluorescentes afin de mettre en évidence tous les effets benéfiques qui les
conférent aux plantes. Il est préférable d’augmenter le nombre des souches afin de comparer le
pouvoir inhibiteur de différentes souches de Pseudomonas spp. fluorescentes.

11 est souhaitable d’étudier la relation entre le pouvoir antagoniste des Pseudomonas spp.
fluorescentes et leur capacité de produire le biofilm et aussi la différence entre la sécrétion des

métabolites secondaires en forme planctonique et en biofilm.
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Annexe 1 : Le matériel utilisé au laboratoire

Nom de Photo (originale) Nom de Photo (originale)

I’appareil I’appareil

Etuve Réfrigérateur
Autoclave .
(AESCULAP Spectrophotométre
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Petit matériel et consommable

-Anse en platine -Papier aluminium
-Boite Pétri en plastique 90 mm -Para-film
-Spatule -Papier whatman
-Entonnoirs en verre - Pinces
-Eprouvettes graduées 1000 ml -Pipettes Pasteur
-Erlenmeyers 100 ml et 250 ml -Seringue en verre
-Flacons 250,400, 1000 ml - Seringue en plastique
-Eppendorfs 1,5 ml et 2 ml -Portoir
-Tubes a essai 20 ml
-Regle graduée

Colorants Les produits chimiques

utilisés
-Fuchsine -Ethanol (70%)
-Cristal violet -Lugol
-Rouge Congo

-Bleu de bromocrésol
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Annexe 2: Composition des milieux de culture

Autoclavage 20 minutes a 120°C.

Milieu king B Milieu PDA (Potato Dextrose Agar)
-Peptone: 20g. -Pomme de terre 200g.
- Glycerol:15mI m - Dextrose 209
- KoHPO4: 1.5¢g. -Agar 15
-MgSoa4: 1.5g. -Eau distillée 1000ml
-Agar: 15g. -PH=7,

-Eau distillee 1L

-PH=7.2
Milieu arginine dihydrolase Milieu Gélatine
- Argenine : 5 g -Gélatine : 120g

-Extrait de levure : 3 -Extrait de levure : 3 g
-Nacl : 5¢g
-Peptone : 59
-Glucose : 1g

, -Eau distillée: 1L
-Pourpre de bromocreésol : 0.04g

PH= 7 -Ph 7,2
Milieu LB Milieu rouge Congo (RCA)
-Bacto tryptone : 10 g -BHI (brain heart infusion) :37g
-Extrait de levure : 5¢g -Saccharose:50 g
-NaCl:5¢g -Agar:10g
-Agar:20g -Rouge Congo : 0.8g
-Eau distillé : 2000 ml -Eau distillé : 1000ml
-PH=7 -PH=7.4
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Annexe 3 : Tableaux des résultats

Tableau 7: Quelques caractéristiques morphologiques des souches Pseudomonas spp. Isolées

Les souches Taille Aspect Forme Bord Opacité Pigment
TB7(1)/TB7(2) 0.2 Lisse Circulaire Réguliére Opaque Jaune vert
TB1(1) /TB1(2) 0.2 Lisse Circulaire Réguliére Non opaque | Jaune vert

TR8 0.5 Lisse Circulaire Non réguliére Opaque Jaune vert
TF6(1)/TF6(2) 0.2 Lisse Circulaire Réguliere Opaque Jaune vert
TB8(1)/TB8(2) 0.2 Lisse Circulaire Réguliére Non opaque | Jaune vert

TB3 0.4 Lisse Circulaire Réguliére Non opaque | Jaune vert
TB2(1)/TB2(2) 0.2 Lisse Circulaire Réguliére Non opaque | Jaune vert

TC4 0.4 Lisse Circulaire Non réguliére Opaque Jaune vert

TB4 0.3 Lisse Circulaire Réguliére Non opaque | Jaune vert

TF1 0.2 Lisse Circulaire Réguliére Opaque Jaune vert

TC1 0.3 Lisse Circulaire Non réguliere Opaque Jaune vert

TC3 0.3 Lisse Punctiforme Onduléee Opaque Jaune vert

TC2 0.3 Lisse Punctiforme Ondulee Opaque Jaune vert

TR5 0.4 Lisse Circulaire Ondulée Opaque Jaune vert

TF6(3) 0.2 Lisse Circulaire Ondulée Opaque Jaune vert
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Tableau 8: Les résultats de test de 1’ Activité antagoniste des souches vis-Vvis le Foa et Fol

Dans deux milieux (King B) et (PDA)

Activité antifongiques
milieu King B Milieu PDA
L 5 X X 5
c S g S S o
@ 2 2 o O
souche 2 _ = g = = x =
€ | o @) 2 s =2 Q S X
[<5) o = L = — LL T =
= c | € < EO0 | o c S
2 @ |£E O L TS5 - e o=
E « |T B o 2 2 B < &
8 Q|3 g < |85/ 3«<|E |3E
L = 8 S AClE5| = = S
= a s Rg/FR2| 0 e
TB 2 44 31.30 1,15 38.18 | 44 | 2460 | 35 | 44.16
TB 4 3,7 23.47 1,8 78.18 | 4,7 | 3015 | 3,7 | 41.66
1
B 7 5 14,78 3,6 15,45 4,7 11,11 3,3 39,16
TC1 43 78,26 4,2 59,09 | 45 |6349| 39 | 7083
TF6 2,6 33,04 1,1 21,81 2,6 20 1,35 40
TB 3 4.9 54,78 4,65 80 56 | 58,73 | 3,65 | 775
TR8 1,25 35,65 2,25 67,27 | 2,3 | 2539 | 1,75 | 38,33
TB1 3,85 13,04 4.3 3454 | 505 | 2539 | 3,6 45
TF1 4,25 26,08 3,8 3090 | 2,8 |5555| 33 45
TB 8 3,95 25,21 3,4 23,63 | 4,75 | 2857 | 3,25 35




Tableau 9 : Calcule des écarts type des zones d’inhibition des souches

Annexe

Les souches Ecart type Ecart type Ecart type Ecart type

FOA /KB FOL/KB FOA/PDA FOL/PDA
TB 2 0,78 0,6 0,14 0,14
TB 4(1) 0,85 0,6 0 0,42
TB 7(1) 0,85 0 0,28 0,07
TC1(2) 0 0 0 0,35
TF 6(1) 0,07 0,4 1,27 0,49
TB 3(3) 0,42 0 0,35 0,21
TR8(1) 0,42 0,2 0,42 0,85
TB 1 1,06 0,1 0 0,14

TF1 0 0,6 0,07 0

TB 8 0 0,56 0 0.71
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