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Résultats statistique :

 Résultats de taux de germination de cèdre de Chrèa :

Test de Kruskal-Wallis :

K (Valeur observée) 7,551

K (Valeur critique) 7,815

DDL 3

p-value (bilatérale) 0,056

alpha 0,05

Comparaisons multiples par paires suivant la procédure de Dunn / Test bilatéral :

Echantillon Effectif Somme
des rangs

Moyenne
des rangs Groupes

CB2 10 157,000 15,700 A

CS141 10 183,500 18,350 A

CB1 10 190,500 19,050 A

CT 10 289,000 28,900 A

 Résultats de taux de germination de cèdre de Tikjda :

Test de Kruskal-Wallis :

K (Valeur observée) 2,690

K (Valeur critique) 7,815

DDL 3

p-value (bilatérale) 0,442

alpha 0,05
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 Vitesse de germination de grains de cèdre de Chrèa :

Test de Kruskal-Wallis :

K (Valeur observée) 1,062

K (Valeur critique) 7,815

DDL 3

p-value (bilatérale) 0,786

alpha 0,05

 Vitesse de germination de grains de cèdre de Tikjda:

K (Valeur observée) 2,068

K (Valeur critique) 7,815

DDL 3

p-value (bilatérale) 0,558

alpha 0,05
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Les forêts méditerranéennes possèdent une valeur patrimoniale très élevée. Elles
constituent des réserves importantes de diversité génétique, spécifique et fonctionnelle, qu’il
convient de conserver au mieux dans l’optique d’une gestion durable de ce patrimoine
biologique et ces ressources potentielles (Quézel et Médail, 2003).

Le cèdre de l’Atlas (Cedrus atlantica Manetti) est une essence qui a toujours suscité un
intérêt important en raison de ses nombreuses qualités forestières, telles que sa capacité au
maintien de l’équilibre biologique, sa faible inflammabilité, sa production de bois de qualité,
et un port remarquable et esthétique (Toth, 1978).

D’après (Derridj, 1990), les cédraies algériennes ont énormément régressé suite à leurs
exploitations incontrôlées pendant plusieurs millénaires. L'équilibre de la forêt devient
extrêmement fragile, et il est même rompu dans certaines localités (Ezzahiri et al., 1994). Le
même auteur ajoute que ce phénomène a entraîné la perturbation de plusieurs mécanismes
d'ordre physiologique et biologique et plus particulièrement celui de la régénération naturelle.

Des plantations effectuées avec succès dans l’Atlas tellien et l’Aurès témoignent de
l’aptitude de cette espèce à coloniser des espaces vides, grâce à la puissance de sa
régénération naturelle, et le cèdre se présente comme une essence de reboisement majeure
dans l’étage montagnard (Harfouche et Nedjahi, 2003).

L’agriculture mondiale est aujourd’hui frappée par un courant qui favorise des pratiques
plus durables et plus respectueuses de l’environnement. Pour répondre à ces nouvelles
exigences, les agriculteurs doivent se tourner vers l’exploitation et la rentabilisation des
ressources naturelles par le biais de pratiques agricoles combinant la performance et la
protection des cultures à un moindre coût écologique (Benhamou, 2012).

L’amélioration de la culture des plantes est un domaine en continuelle évolution dont
l’objectif principal est de nourrir la planète (Berge, 2011). L'intérêt actuel de l'association
plante/micro-organismes bénéfiques n'est pas seulement motivé par le désir d'augmenter la
productivité agricole mais aussi par la prise de conscience générale sur l'urgence de la
protection de notre environnement (Gouzou, 1992).

Cependant, les travaux menés sur les bactéries stimulant la croissance des semis d’arbres
sont quasi absentes. A notre connaissance, aucune étude n’a été effectuée sur l’amélioration
de la croissance des semis de cèdre en Algérie. En plus, il s’est avéré que l’utilisation des
souches bactériennes promotrices de la croissance des semis d’arbres en pépinière forestière
est très intéressante et ceci est dû d’une part aux résultats positifs obtenus en agriculture et en
horticulture et d’autre part, au faible coût et à la facilité d’application des opérations
d’inoculations bactériennes en pépinière (Chanway, 1997 ; Vonderwell et al., 2000).
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Parmi les bactéries d’intérêt agricole (PGPR) les Pseudomonas spp. Fluorescents font
l’objet d’une attention particulière. Leur utilisation dans l’agriculture en tant que
biofertilisants offre un bon rendement même dans des conditions sévères (Ali et al., 2009 ;
Bano et Fatima, 2009).

Pseudomonas spp Fluorescents et P putida sont présentes à une densité élevée dans des
environnements variés (Holloway, 1992 ; Schroth et al, 1992). Ces espèces font l’objet de
nombreuses études compte tenu de leur intérêt potentiel en agriculture et pour
l’environnement. Ainsi, certaines souches ont l’aptitude de stimuler la croissance et/ou
d’améliorer l’état sanitaire des plantes (Lemanceau, 1992).

L’objectif de notre travail est d’effectuer des isolements et identification de quelques
souches appartenant au groupe des Pseudomonas spp. Fluorescents à partir de sols forestiers
de la rhizosphère du cèdre de région TIKJDA. Egalement, la mise en évidence de la capacité
de solubilisation du phosphore et de production d’HCN par les souches bactériennes isolés.
Ainsi, l’étude de leurs activités antagonistes vis-à-vis de Fusarium oxysporum f. sp. albedinis
et de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici. Le dernier essai de notre étude, consiste à
l’étude de l’effet de biostimulation de la germination des grains de cèdre de région de
TIKJDA et de région  CHREA par trois souches de Pseudomonas spp. Fluorescents.
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I. Importance des Plant Growth Promoting Rhizobacteria (PGPR):

Les rhizobactéries stimulatrice de la croissance végétale ou en anglais Plant Growth
Promoting Rhizobacteria (PGPR) sont des rhizobactéries bénéfiques pour les plantes
(Kloepper et al., 1989). Elles doivent être compétitives aux autres communautés microbiennes
rhizosphériques (Antoun et Prévost, 2005). Ce sont des rhizobactéries libres dans la
rhizosphère dotées de potentialités bénéfiques très importantes pour l’agriculture (Babalola,
2010 b).

Les PGPR sont caractérisés par une capacité d’adaptation physiologique et métabolique
polyvalente (Sturz et Christie, 2003), formant un groupe hétérogène de bactéries bénéfiques
de la rhizosphère (Soltani, 2010).

Ces rhizobactéries varient selon leur degré de proximité à la racine. En général, elles
peuvent être séparées en PGPR extracellulaires, existant dans la rhizosphère ou dans l’espace
intercellulaire de cortex racinaire (bactéries non symbiotique) et des PGPR intracellulaires,
qui pénètrent dans les cellules racinaires, généralement sont spécialisés dans la nodulation
(bactéries symbiotique) (Gray et Smith, 2004).

Les genres connus comme PGPR sont Pseudomonas, Bacillus, Rhizobium (Fernando et
al., 2005), Azospirillum Azotobacter, Burkholderia, Enterobacter et Klebsiella (Coballero-
Mellado et al., 2004), Serratia (Liu et al., 1995).

Les PGPR offrent des applications intéressantes en agriculture comme la biofertilisation
et la lutte biologique par les biopesticides ainsi que des applications en phytoremédiation
(tableau 1) et d’autres application environnementales telles que l’amélioration du reboisement
des sols stériles ou chimiquement pollué (Bashan et Holguin, 2002 ; Lugtenberg et kamilova,
2009 ; Weyens et al., 2009) (Tableau 01).

Les PGPR ont été soumis à de nombreuses enquêtes axées sur la biotechnologie
appliquée en agriculture, horticulture, foresterie, et protection de l’environnement (Zahir et
al., 2004) , ainsi développer des inoculant du sol qui peuvent contribuer pour une agriculture
durable et diminuer le besoin d’utilisation de produits chimique, les engrais et les pesticides.
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Tableau 01 : Termes adoptés pour classer les mécanismes par lesquels les PGPR stimulent la
croissance des plantes (Martinez-Viveros et al., 2010).

Termes Définition Mécanismes Références

Biofertilisants

Une substance contenant
des micro-organismes,
quand elle est appliquée à
la semence, la surface de
la plante ou au sol, elle
colonise la rhizosphère et
stimule la croissance
végétale par l’amélioration
de la nutrition ou la
disponibilité des
nutriments essentiels a la
plante.

-Fixation biologique da
l’azote.

-Solubilisation du
phosphore insoluble.

-Vessey
(2003).

-Somers et al.,
2004).

-Fuertes-
Ramérez et
Gaballero-
Mellado
(2006).

Phytostimulateurs

Micro-organisme ayant la
faculté de produire ou
changer la concertation de
régulateurs de croissance
tels que l’acide indole
acétique AIA, l’acide
gibbérelliques, les
cytokinines, et l’éthylène.

-Production des
phytohormones (auxines,
cytokinines,
gibbérellines)

-Réduction de la
concertation d’éthylène
(à l’intérieur de la plante)

-Laugtenberg
et al., (2002)

-Somers et al.,
(2004)

Biopesticides

Micro-organisme
améliorant la croissance
des plantes par le contrôle
des agents
phytopathogènes,
principalement par la
production des
antibiotiques et des
métabolites antifongiques

-Production des
antibiotiques
(sidérophores, HCN,
métabolites
antifongiques)

-production des enzymes
qui dégradent les parois
cellulaire des
champignons.

-Compétitivité à
l’encontre des agents
pathogènes.
Résistance systémique
acquise et induite.

-Vessey
(2003).
-Somers et al.,
(2004).
-chandler et
al., (2008).
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1. Généralités sur les Pseudomonas spp. Fluorescents :

L'action des bactéries du genre Pseudomonas varie selon les espèces et l'hôte. Certaines
espèces sont pathogènes pour l'homme, les animaux (Nishimori et al., 2000) et les plantes
(Akkermans et al., 1996 ; Munsch et al., 2002) alors que d'autres sont en revanche utiles.
Parmi les espèces utiles, certaines exercent des effets stimulants pour la croissance des
plantes. D'autres pourraient être utilisées comme fertilisants des sols puisqu'elles décomposent
la matière organique (Nielsen et al., 1998).

1.1. Caractéristiques des Pseudomonas spp. Fluorescents :

Les Pseudomonas sont parmi les bactéries les plus importantes dans la rhizosphère
(Misko et Germida, 2002). Le genre Pseudomonas est découvert en (1894) par Migula, il
appartient au phylum des Proteobacteria, classe des Gammaproteobacteria, ordre des
Pseudomonales, famille Pseudomonadaceae (Palleroni, 1986 ; Moore et al., 2006).

Au sein de ce groupe, les espèces saprophytes à cytochrome oxydase positive telles que
P.chlororaphis, P.fluorescens et P.putida se rencontrent à une densité élevée dans des
biotopes assez viables (Schroth et al., 1992). Les espèces P.fluorescens P.putida sont
prédominantes et peuvent constituer plus de 60%  la microflore bactérienne.

Les Pseudomonas spp. Fluorescents se caractérisent par l’aptitude à synthétiser en
situation de carence en fer des sidérophores appelés Pyoverdines (Meyer et Abdallah, 1978),
présentant un groupe chromophore jaune-vert fluorescents sous rayonnement ultra-violet
(Palleroni, 1984. 1992).

Les Pseudomonas fluorescens sont des bacilles Gram négatifs typiques à de 0,5 à 1 µm de
diamètre sur 1,5 à 5µm de long, chimio-hétérotrophes mobiles avec un flagelle polaire et sont
regroupés au sein d’un même groupe d’homologie asporulées (Bell Perkins et Lynch, 2002) et
elles apparaissent dans la plupart du temps isolés ou diplobacille (Bossis et al., 2000).

Les Pseudomonas spp. Fluorescents saprophytes possèdent tous une cytochrome oxydase
c ayant un maximum d’absorption caractéristique à 552/554 nm, qui peut être mise en
évidence par l’oxalate de N, N-diméthyl-paraphenylène-diainine (Lelliot et al., 1966). Elles
sont aussi catalase positive, mésophile chimio-organotrophe puisqu’elles peuvent croître dans
un milieu minéral ne contenant qu’une seule source de carbone.

Ces bactéries ont la capacité de dégrader des composés complexes, tel que les protéines et
les polysaccharides complexes comme l’amidon, la cellulose (Palleroni, 1984).

De nombreux isolats de P.fluorescens et P.putida ont été cités en exemple comme
souches capables de dégrader des molécules aromatiques plus ou moins complexes (Campbell
et al., 1995 ; Latour et al., 1996).
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En raison de leur capacité de dégrader des composés xénobiotiques comme les
hydrocarbures aromatiques et leurs dérivés (Bouchez et al., 1995 ; Johnsen et al., 1996 ;
Andersen et al., 2000) ou les chlorates (Wolterink et al., 2002) ainsi que les nitrates
(Campbell et al.,1995), elles pourraient intervenir dans les processus de décontamination des
sols et de biodépollution des milieux aquatiques.

1.2. Effets bénéfiques des Pseudomonas spp. Fluorescents :

Les effets bénéfiques des rhizobactéries sont liés à leur position stratégique à l’interface
sol racine. En effet, le rhizoplant et la rhizophère sont le siège d’échanges intenses entre la
plante et le milieu environnant (Curl, 1982).

Les Pseudomonas spp. Fluorescents ce sont d'excellents compétiteurs vis-à-vis de la
microflore fongique et bactérienne du sol par leur temps de génération in situ relativement
court (Garbaye, 1994), leur capacité à utiliser les exsudats de plantes comme nutriments
(Lugtenberg et al., 2002) et à chélater les ions ferriques (Garbaye, 1994).

La finalité de la bactérisation est d’augmenter le rendement des cultures. Seules certaines
souches semblent présenter cette capacité (Weller, 1988) (Figure 01).

Figure 01 : Schéma simplifie représente les effets directes et indirecte rhizobactéries exemple illustré
des Pseudomonas spp. Fuorescents (Hol et al., 2013).
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1.2.1. Stimulation de la croissance des végétaux :

Les Pseudomonas spp. Fluorescents saprophyte sont les habitants type des sols argileux
et la rhizosphère des plantes et sont impliqués dans de nombreuses interactions avec les
plantes (Schroth et al., 1992) (Tableau 02).

Les Pseudomonas spp. Fluorescents colonisent efficacement la spermosphère et peuvent
assurer une bioprotecton des semence avant et pendant leur germination (Digat, 1992 ;
Kloepper et al., 1986).

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

Pour les cytokines et les gibbérellines sont impliquées dans la modification de la
morphologie des plants et dans la stimulation de développement de la partie aérienne (Van
Loon, 2007). Ces régulateurs élicitent les réactions de défenses des espèces végétales, de par
leur forte affinité pour le fer, elles limitent la croissance saprophyte de certains
microorganismes phytopathgènes (Lemanceau et al., 2009).

L’acide indole acétique (AIA) est le groupe le  plus important de l’auxine, il affecte à la
fois la promotion de la croissance de la plante et la nodulation des racines (Taghavi et al.,
2009). Il est produit par un grand nombre de bactéries tels Azospirillum brasilense,
Pseudomonas, Xantomonas, Rhizobium, Enterobacter cloacae (Karnwal, 2009). Impliqué
dans le contrôle de la croissance des fruits, de la dominance apicale, de l’élongation des tiges
et de nombreuse processus mettant en jeu la division et différenciation cellulaire (O’Gara et
al., 2008).

Une meilleure croissance végétale a été obtenue chez les plantes inoculées avec des
Pseudomonas spp. grâce à la capacité d’augmenter la concentration en phosphore soluble.
Ces souches solubilisent les sels de phosphates (Phosphate de calcium, d’alumine,…etc) par
excrétion de phosphatases (Krasilnkoy, 1961; Berthelin et al., 1991 ; Glick, 1995).

Certaines souches bactériennes, appartenant en particulier au groupe des Pseudomonas
spp. Fluorescents, semblent améliorer la germination des graines lorsque les conditions
d’environnement sont défavorables, Kloepper et al (1986) ont montré que le taux de
germination de graines de colza, semées dans un sol froid et battant, pouvait être
significativement augmenté grâce à l’inoculation par certaines souches bactériennes.

De même Höfte et al (1991), ont enregistré une augmentation significative du taux de
germination de semence de maïs soumises au froid après inoculation de deux souches de
Pseudomonas fluorescens. L’une d’entre elle a de plus permis de maintenir le pourcentage de
germination d’un lot de semences âgé de deux ans au même niveau que celui uniquement âgé
d’un an. Ces souches sont appelé «Emergence Promoting Rhizobacteria », (Kloepper et al.,
1986) ( Tableau 02).
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Tableau 02 : Stimulation de la croissance des plantes et du rendement des cultures après
inoculation de souches de Pseudomonas ssp. Fluerescents (Mattar, 1993).

Plante hôte Condition
Expérimentales

Augmentation
(% du témoin)

Références

Contrôlées production Croissance rendement
Betva
vulgaris

X X 22 à 69 21 à 77 Suslow et Schroth
(1982 b)

Brassica
Campestris

X X 22 à 65
7 à 19

Lifshithitz et al .,
(1987)
Kloepper et al., (1988)

Citrus sp. X 116 Gardner et al., (1984)
Cucumis
sativus

X 36 à 58 Van Peer et Schippers
(1989)

Espèces
florales

X 18 à 41 Yeun et Schorth
(1986)

Lactuca
sativa

X
X 38 à 86

20 à 37

Van Peer et Schippers
(1989)
Digat et al., (1990)

Lycopersicon
esculentum

X
X

25 à 93
26 à 30

Van Peer et Schippers
(1989
Digat et al., (1988)

Malus sp.
Plantules
Porte –greffe
Fruits

X
X X

X
23 à 40
2 à 121 10

Caeasar et Burr (1987)

Digat et al., (1988)

Oryza sativa X 3 à 160 Saktivel et
Gnanamanikam(1987)

Phaseolus
vulgaris

X 4 à 28 Lemanceau ey
Samson
(1983)

Raphanus
sativus

X
X
X

X
X
X

83 à 320

7 à 367

567
200

10 à 11

2 à 24

Klopper et Schroth
(1978)

Bakker et al., (1987)
Bakker et al., (1986)
Burr et al., (1978)

Solanum
tuberosum

X
X

X
X
X

550

47 à 500

10 à 15

1 à 17
17 à 37

Geels et Schippers
(1983)
Geels et al., (1986)
Kloepper et al.,
(1980c)

Xu et Gross (1986b)
Triticum sp. X 2 à 26 Weller et Cook (1986)
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1.2.2. Induction de la résistance chez les plantes :

Les PGPR sont capables de réduire une maladie à travers la stimulation de mécanismes
de défense inductibles chez la plante (Van Loon et al., 1998). Ce phénomène appelé
« résistance systémique induite » (I.S.R) a été mis en évidence chez plusieurs plantes pour
lutter contre une gamme relativement large de pathogènes fongiques, bactériens ou viraux
(Latour, 2002).

L’ISR diminue significativement l’impacte de maladie causées par des champignons
racinaire (Fusaruim oxysporum, Pythium aphanidermatum) ou aèriens (Botrytis cenerea,
Alternaria brassicicola) par des bactéries (Pseudomonas syringae, Erwinia amylovora,
Xanthomonas campestris) des virus (Tobacco mosaic virus, tomato mottle virus) et par
certains nématodes (Ongena et al., 2006).

L ́application combinée d ́une souche particulière de Pseudomonas sur les graines, les
racines, le sol et sur les feuilles a augmenté la durabilité de l ́ISR chez le riz contre la maladie
causée par Rhizoctonia solani (Nandakumaret et al.2001).

L’ISR peut être divisée en trois étapes principales qui sont la perception par la plante des
molécules bactériennes responsables de l’élicitation de l’ISR (Figure 02) ; la transmission du
signal nécessaire à la systémisation du phénomène chez la plante ; la mise en alerte (priming)
de la plante au niveau systémique, qui dans la plupart des cas n’est pas accompagnée de
grandes modifications de l’activité transcriptionnelle avant l’attaque du pathogène.
L’expression du ou des mécanisme (s) de défense sensu stricto induits, permettant de limiter
voire d’inhiber la pénétration du pathogène dans les tissus de l’hôte végétal (Ongena &
Thonart, 2006 ; Jourdan et al., 2008).

Figure 02 : Résistance systémique induite chez les plantes par des rhizobactéries. Les trois étapes
principales sont :(A) : L’élicitation ; (B) : La transmission du signal ; (C) : L’expression du ou des

mécanisme (s) de défense (Ongena & Thonart., 2006).
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1.2.3. Compétition :

La colonisation des systèmes racinaire par les Pseudomonas spp. Fluorescents implique
un chimiotactisme envers les exsudas racinaires, une adsorption sur les racines et enfin une
compétition pour les substances nutritifs (Jacques et al., 1993).

Les Pseudomonas se caractérisent par une capacité élevée à extraire le fer du sol pour
leurs besoins nutritionnels (Latour et al., 1990, Whipps, 2001). Dans des conditions de
carence en fer, ces bactéries synthétisent les sidérophores (Pyoverdine et pyochiline), qui
chélatent le fer ; ces molécules sont aussi nécessaires à la croissance. Cette chélation réduit la
disponibilité des ions ferriques pour les agents pathogènes, ce qui provoque une diminution de
leur croissance (Bloemberg et Lugtenberg, 2001 ; Persello-Cartieux et al., 2003).

Dans certains cas, une réduction de la maladie peut être associée à une colonisation
importante des racines par les bactéries bénéfiques, ce qui réduit le nombre de sites habitables
pour les micro-organismes pathogènes et par conséquence, leur croissance (Piano et al., 1997;
Reyes et al., 2004).

1.2.4. Antibiose :

L’antibiose par définition est l’inhibition de l’agent phytopathogène par la production des
métabolites secondaires par un autre micro-organisme. Ces métabolites sont capables
d’interférer avec la germination, la croissance mycélienne, la physiologie cellulaire et/ou la
sporulation des agents phytopathogènes (Cook et al., 1995 ; Lepoivre, 2003).

Une gamme très large d’antibiotique produit par les PGPR a été decouverte entre autres
celle produites par le genre Pseudomonas telle que l’amphisine, le 2,4-diacetylphloroglucinol
(DAPG), le cyanure d’hydrogène(HCN), l’oomycine A, le phénazine, le pyoluteorine, le
pyrrolinitrine, la tensine, tropolone, et les lipopepticides cycliques (Chin-A-Woeng et al.,
2003) (Tableau 02 ).

Certaines souches de PGPR ont la capacité de dégrader les parois cellulaires fongiques à
travers la production d’enzymes hydrolytiques tels β-1,3-glucanase, exo- et endo-
polygalacturonases, pectinolyases, cellulases et chitinases (Whippes, 2001).

1.3. Mécanismes d’actions :

Les Pseudomonas spp. Fluorescents associés aux plantes incluent des souches pathogènes
et des souches bénéfiques. Les souches influençant avantageusement l’hôte végétal sont
désignées sous le terme «Plant-probiotic fluorescent Pseudomonas spp.» (Höfte et Altier,
2010) (Tableau 03).
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Différents mécanismes ont été avancés pour expliquer les effets bénéfiques de
Pseudomonas spp. Fluorescents. Ces bactéries s’attachent d’abord à la racine et sont donc
distribuées de façon passive. Puis elles se multiplient et colonisent de façon active la
rhizosphère (Lemanceau, 1992, Brimecombe et al., 2007) (Figure 03).

Les exsudats racinaires, et en particulier les sucres et les acides aminés, attirent les
bactéries par chimiotactisme à la surface des racines.  Ils stimulent notamment la mobilité
flagellée des bactéries, ce qui permet à ces dernières de coloniser la rhizosphère (de Weert et
al., 2002).

L’adsorption des bactéries à la racine résulte d’interactions physico-chimiques et
biologiques entre les bactéries et la racine (Lemanceau, 1992). Cette seule colonisation peut
entrainer une occupation de sites suffisantes pour empêcher la croissance des pathogènes
(Kamilova et al., 2005).

Figure 03 : Représentation schématique décrivant les interactions plantes-microoganismes dans la
rhizosphère (Lemanceau et al., 2006).
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Tableau 03 : Exemples de microorganismes inscrits en tant que biopesticides à l’Agence de protection
de l’environnement des Etats-Unis (EPA) (Fravel, 2005).

Agent de
biocontrôle

Année
D’enregistrement

Organisation ou
Maladie ciblée

Cultures concernées

Aspergillus flavus
NRRL 21 ,882

2004 Aspergillus flavus Arachide

Bacillus pumilus
Strain GB 34

2002 Rhizocotonia,
fusarium

Soja

Pseudomonas
fluorescens A506

1992 Forst domge , fire
blight , bunch rot

Fruits, amande,
pomme de terre et
tomate

Pseudomonas
syringae Souche
ESC-10

1995 Maladies après la
récolte

Pomme, poire, citron,
l’orange ou
pamplemousse

Pseudomonas
chlororaphis
Souche 63-28

2001 Pythium, Rhizoctonia
solani, Fusarium
oxysporum

Légumes et plantes
ornementales en
serre

Bacillus subtilis
GBO3

1992 Rhizocotonia
fusarium Aspergillus
et d’autres

Coton , arachides,
Soja, blé, Orge, Pois
et haricots

1.3.1. Production des sidérophores :

Les sidérophores sont des métabolites secondaires de faible poids moléculaire, compris
entre 200 et 2000 daltons, dont le rôle est de solubiliser, de chélater et d’extraire le fer
ferrique de nombreux complexes minéraux ou organiques et de le rendre ainsi accessible aux
microorganismes (Neilands, 1995).

Les sidérophores sont synthétisés et sécrétés pour la solubilisation d’ions ferriques par
des microorganismes aérobies, tels que les bactéries, certains champignons mais aussi
organismes supérieurs (certaines plantes monocotylédones) en réponse à des conditions de
carence en fer (Ratledge et Dover, 2000).

Après sécrétion par la bactérie, les sidérophores chélatent avec une haute affinité le fer
dans l’environnement extracellulaire, et le transportent via des voies d’assimilation
spécifiques (Krewulak et Vogel, 2008).

Les pyoverdines sont des sidérophores complexes, produites par les Pseudomonas
fluorescens (Ravel & Cornelis, 2003 ; Cornelis et al., 2008). Elles sont composées par un
chromophore dihydroxyquinoline fluorescent associé à un peptide de longueur et de
composition variable (Ravel et Cornelis, 2003).
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Les pyoverdines des Pseudomonas fluorescens ont une forte affinité pour le Fe3+ elles
chélatent et transportant ces ions ferriques à travers la membrane bactérienne externe via un
transporteur (Meyer J.M.and Abdallah, 1978). Par la suite, le fe3+ est réduit en fe2+ dans le
cytoplasme (Simeoni et al., 1987).

Les sidérophores sont très importants pour la croissance et la survie des bactéries dans le
sol et les environnements aqueux (Guerinot, 1994). Plusieurs études ont démontré
l’implication de pyoverdines dans la suppression de maladies à savoir les fusarioses
vasculaires. L’importance des sidérophores est étroitement liée au fer, qui est un élément
essentiel pour différents processus biologiques (Crosa et Walsh, 2010).

1.3.2. Production d’antibiotiques :

C’est probablement le mécanisme le plus connu et peut-être le plus important utilisé par
PGPR pour limiter l’invasion de pathogène dans les tissus de la plante hôte. Il consiste en une
inhibition directe de la croissance du pathogène via la production de métabolites aux
propriétés antifongique et/ou antibiotique (Thomashow et al., 1997).

Les Pseudomonas spp. Fluorescents sont des producteurs potentiels d’une gamme variées
d’antibiotiques avec un large spectre d’action, sur des agents fongique telluriques. Parmi ces
antibiotiques les pyolutéorine (PLT), les phenazines (pcA), les pyrrolinitrines(Prn), le 2,4-
diacétyl-phloroglucinol (DAPG), les tropolones et l’oomycine …. (Keel et al., 1991

Le 2,4-diacetylphloroglucinol (DAPG) produit par P. fluorescens CHAO et Q2-87 est
essentiel pour induire des réactions de défense chez Arabidopsis et chez la tomate (Weller et
al. 2004).

La production des antibiotiques est un critère très important de compétitivité des
microorganismes aux autres populations microbiennes (Compant et al., 2005). C’est un critère
de performance pour la promotion indirecte de la croissance végétale. Il consiste à
contrecarrer les agents phytopathogènes d’origine tellurique (Maurhofer et al., 1992).

Les incohérences dans la production des antibiotiques sont attribuées à la participation
des facteurs biotiques et abiotiques. Ces facteurs comprennent : les facteurs physiques (pH, la
température et l'humidité du sol, éléments nutritifs), l’acétylation, la variation de la sensibilité,
la concentration cellulaire et la phase de croissance (Fernando et al., 2005a).

1.3.3. Production de Cyanure d'hydrogène (HCN) :

La production de HCN par les Pseudomonas est impliquée dans la suppression d’agents
pathogènes comme Thielaviopsis basicola , Septoria tritici et Puccinia recondita (Ramette et
al., 2003).
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La HCN synthase est une flavoprotéine membranaire qui catalyse la formation de cyanure
d’hydrogène et de CO2 à partir de la glycine (Ramette et al. 2003).

Une fonction écologique de la synthèse de cyanure d’hydrogène a été mise en évidence
chez la souche CHAO. Chez cette dernière, la production de HCN compte pour une grande
partie du pouvoir inhibiteur envers Thievialopsis basicola (Laville et al., 1998). Au niveau de
l’adaptation à la rhizosphère, la production d’HCN peut être avantageuse pour acquérir des
nutriments. Par exemple, le HCN cause une augmentation de l’exudation de nutriments par les
tissus de la plante (Ellis et al., 2000). De plus, en culture in vitro, la production d’HCN peut
même inhiber la croissance de plusieurs champignons phytopathogènes via la phase gazeuse
(Blummer et al., 2000).

1.3.4. Solubilisation du phosphore :

Le phosphore est considéré comme élément minéral essentiel à la nutrition des plantes, il
se trouve avec de faibles niveaux sous une forme disponible dans différents sols agricoles
(Martínez-Viveros et al., 2010).

La capacité de quelques micro-organismes à convertir le phosphore insoluble en forme
accessible est un trait important pour les PGPR. Les bactéries rhizosphériques solubilisant le
phosphate pourraient être une source prometteuse comme agent biofertilisant dans
l'agriculture (Sharma et al., 2007).

Diverses bactéries ont la capacité de solubiliser le phosphore organique par l'action de
phosphatase, ou le phosphore inorganique par la libération d'acides organiques, dont les plus
puissants appartiennent aux genres Bacillus, Enterobacter, Erwinia et Pseudomonas
(Lugtenberg et al., 2013).

Le principal mécanisme de solubilisation des phosphates est la production d’acides
organiques. Les acides gluconiques et 2-cétogluconique sont les plus fréquemment rencontrés.
Les acides glycolique, oxalique, malonique et succinique, ont également été identifiés.
Certaines souches sont capables de produire en plus des mélanges d’acides lactiques,
isovalérique, isobutyrique et acétique. La libération de ces acides mobilisant le phosphore par
l'intermédiaire d’interactions ioniques avec les cations du sel de phosphate conduisent à
l'acidification des cellules microbiennes et de leur environnement et par conséquent la
libération du phosphate sous forme ionique. La libération des groupements phosphates liés à
la matière organique est assurée par l’action des phosphatases (Kumar et Narula, 1999;
Gyaneshwar et al., 2002).

Microorganismes produisent des acides organiques et relâchent des protons, qui à travers
leurs groupements carboxyliques, chélatent les cations fixés aux phosphates insolubles ce qui
permet de les convertir en formes solubles (mono et dibasiques) (Mackey and Paytan, 2009).



Chapitre II
Généralités sur le cèdre
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II. Généralité sur le cèdre :

Le cèdre de l’Atlas a pour noms berbères Inguel ou Avaoual et pour noms arabes, Elarz
ou Elmedad. Le cèdre de l'Atlas (Cedrus atlantica Manetti) est une essence des montagnes
d'Afrique du Nord (Algérie et Maroc) qui suscite un intérêt grandissant pour ses nombreuses
qualités forestières et ornementale : faible inflammabilité, rusticité, richesse écologique, bois
de qualité supérieure à celle des pins méditerranéens, port remarquable et esthétique, attrait
touristique en forêt de plaisance, etc (Toth, 1980 ; Barriteau et Ferrandes, 1990).

Le cèdre de l’Atlas (Cedrus atlantica Manetti) est une espèce endémique de l’Afrique du
Nord. C’est une essence qui a toujours suscité un intérêt important en raison de ses
nombreuses qualités forestières comme le maintien d’un équilibre biologique, sa faible
inflammabilité, sa production de bois de qualité, un port remarquable et esthétique... (Lanier,
1976 ; Toth, 1978 ; M’hirit, 1982 ; Ferrandes, 1986), une croissance juvénile pouvant être
rapide et une tolérance face aux stress climatiques (Boudy, 1950).

1. Taxonomie :

Du point de vue taxonomique, botaniques et dendrologiques, plusieurs auteures ont décrit
le cèdre (Maire, 1952 ; Quezel et Santa, 1962 ; Derridj, 1990) comme suivants :

Embranchement : Spermaphytes.
Sous-embranchement : Gymnospermes.

Classe : Vectrices.
Ordre : Coniférales.

Famille : Pinacées.
Sous-famille : Abiétées.
Tribu : Laricées.
Genre : Cedrus.
Espèce : Cedrus atlantica Manetti.

C’est l’une des quatre espèces du genre Cedrus. Les autres espèces sont: C. libani
(cèdre du Liban); C. brevifolia (cèdre de Chypre) espèces de région méditerranéenne et
C.deodara espèce himalayenne.

2. Caractéristiques botanique de cèdre :

Le résumé des données botanique de l’espèce Cedrus atlantica Mantti est représenté dans
le Tableau 04.
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Cedrus atlantica Mantti

L’arbre

-le cèdre de l’atlas est un arbre de haute taille, dépassent souvent 50m
et ayant en moyenne 40m dans les peuplements soit anciens en sol
profond (Figure 04, a).
-le diamètre du tronc prend considérables peuvent atteindre 1m (Maire,
1952).
-Le port est droit et pyramidale, il prend une forme tubulaire en
vieillissant.
-le tronc est monopodial, orthrope, à croissance rythmique (Barthelemy
et al., 1989).
-le système radiculaire est développé, mais rarement pivotant et la
stabilité de l’arbre est assurée (Boudy, 1952, in krouchi, 2010).

L’écorce Le tronc recouvre d’une écorce lisse de couleur grise bientôt remplacer
par un rhytidome brun-noir épais, fissuré et écailleux (Maire, 1952).

Feuille

Formes raides et fines, peu aigues et de couleur verte ou glauque.
Généralement sont arquées et groupées en rosettes denses de 30 à 40
aiguilles sur des rameaux courts (M’hirt, 2006).

Les organes
reproducteurs

-le cèdre une espèce monoïque.
-organes femelles : ce sont des inflorescences qui ce développent
progressivement en canlettes puis en cônes (Figure 04, b).
Organes males ce sont des chatons de forme cylindro-conique (Figure
04, c)
-le grain de pollen en vue de profil, a un corp long de 57-24µm es large
de 47µm, (Derridj, 1990) (Figure 05).

Longévité

elle dépasse certainement 600 à 700 ans, on lui attribue1000ans et plus.
Il peut donner des graines fertiles jusqu’à un âge avancé (Boudy, 1952
in Chbouki, 1994).

Figure 04 : Représente les différentes parties du cèdre de l’Atlas. a: l’arbre complète
(Original., 2017) ; b: cône (wikipedia, 2017) ; c : chaton (Futura-Sciences.net) ;

d : la graine (Artgraine.net).
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Figure 05 : Cycle de reproduction du cèdre de l’Atlas selon (Derridj, 1990).
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3. Aire de répartition naturelle du genre Cédrus :

3.1. Répartition dans le monde :

Il y a quatre espèces qui forment trois blocs géographiquement différents dans les régions
suivantes : Afrique du nord, Asie mineure, Himalaya (Boudy, 1952 ; M'hirt, 1982 ; Toth,
1982-1984) (Figure 06).

Le premier bloc représenté par le Cedrus atlantica Mantti : il concerne l'Atlas marocain
avec 130.000ha sur deux zones d'altitude différente de 1300 à 2400 m et l'Atlas algérien avec
25.000ha avec des altitudes comprises entre 1200 à 2100m.

Le deuxième bloc se devise en deux parties occupées respectivement par :
-Le Cedrus libanais: il est au Liban à 1800 m où il occupe de petites zones et en Turquie ou
son aire est très vaste entre 1500 et 2000 m d'altitude.
- Le Cedrus brevifolia: dans l'île de Chypre sur une surface restreinte.

Le troisième bloc avec le Cedrus deodora représente les grands massifs de l'inde et de
l'Afghanistan avec vastes étendues sur le nord –Ouest de l'Himalaya entre 1350 et 3500 m
d'altitude.

Figure 06 : Aire de répartition de genre cèdre dans le monde selon (Derridj, 1990).
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3.2. Répartition géographique du cèdre de l’Atlas en Algérie :

Elles sont morcelées en plusieurs îlots plus ou moins importants, qui couvrent une
superficie globale d'environ 30 000 ha (Boudy, 1955) ou 27 000 ha (Benabid, 1994). Ces
cédraies sont réparties dans des îlots plus ou moins importants observés d'Ouest en Est
(Boudy, 1950 ; Emberger, 1952): Ouarsenis (100ha), Theniet el Had (1000ha), Atlas de Blida
(ou Mitidjien) (1000 ha), Djurdjura (2000 ha), Babors (800 ha), Monts du Hodna (8000
ha),Belezma (8100 ha) et Aurès (6000 ha). Les surfaces avancées par Abdessamed (1981)
pour certaines cédraies de l’Atlas tellien sont contradictoires (Ouarsenis et Théniet El Had,
2000 ha, Babor et Tababor 1300 ha) (Figure 07).

Derridj, (1990) a adapté la division biogéographique de (Gaussen) 1967 qui distingue
deux ensembles : un ensemble septentrional représenté par les cédraies de l’atlas tellien
(cédraies humide) et un ensemble méridional représenté par les cédraies de l’atlas saharien
(céderais sèche).

Figure 07 : Aire naturelle du cèdre de l’Atlas (en noir) sur fond altimétrique (Courbet et al.
2012) (les Monts du Hodna regroupent les sites 10, 11 et 12, les monts du Belezma ceux du

13 et 14, les sites 15 à 19 sont ceux du massif de l’Aurès.



Généralités sur le cèdre

20

4. Ennemis du cèdre de l’Atlas

 Les insectes

Le cèdre de l’Atlas est sujet aux attaques d’insectes ravageurs, dont un bon nombre est
capable de coloniser plusieurs hôtes (Fabre et al., 1999). On peut les classer en trois
catégories: les insectes phyllophages, les insectes xylophages et les  insectes des fleurs et des
graines (Mouna, 1994) :

Les insectes phyllophages s’attaquent aux aiguilles du cèdre de l’Atlas provoquant de
fortes défoliations (El Yousfi, 1994 ; Gachi, 1994 ; Fabre et al., 1999). Nous citons selon
(El Yousfi, 1989 ; Fabre et al., 1999) :
La processionnaire du cèdre (Thaumetopoea bonjeani).
La processionnaire du pin (Thaumetopoea pityocampa) (Figure 08).
Le puceron du  cèdre (Cedrobium laportei).
La tordeuse du cèdre du Liban (Acleris undulana) et les tordeuses d’Algérie Epinotia
algeriensis et Dichelia numidicola.

Figure 08 : Nid de Thaumetopoea pityocampa, C.Pallard à gauche
et la tordeuse des bourgeons de l'épinette à droite.

Les insectes xylophages :

Ce sont des ravageurs redoutables capables de creuser des galeries impressionnantes dans
les parties du bois plus ou moins tendre, causant d’importants dégâts qui peuvent entraîner des
déséquilibres irréversibles se traduisant par la mort des arbres (Fabre, 1976).

Des Scolytidae, Cryphalus piceae est l’une des espèces les plus caractéristiques, les plus
abondantes et les plus nuisibles dans toutes les cédraies de l'Atlas (Benhalima, 2006).

Des Cerambycidae, Callidium cedri et Semanotus russica algerica, attaquent le cèdre en
cours de dépérissement (Fabre et al., 1999 ; Benhalima, 2006) (Figure 09).
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Figure 09 : Cèdres isolément dépéris à Tikjda (Djurdjura) (Deridj, 2011).

Insectes des fleurs et des graines :

Selon Mouna (1994), les insectes des fleures et des grains sont classés sur trois :
Lépidoptères, Dioryctria peyerimhoffi et D. peltier, ensuite le deuxième les Diptère
Chlorophidae, Hapleginella laevifrons, sur les cônes et les Hyménoptères des cônes, en
Algérie à Chréa dans l’Atlas blidéen et dans le massif de l’Aurès.

 Les champignons :

Parmi les champignons qui causent des dégâts redoutables au cèdre, on cite :
- Polyporis officinalis: Cause des altérations très graves au bois.
- Armillaria mellea: Champignon qui attaque surtout les racines et le tronc (Boudy, 1952).

 Le bétail :

Surtout les bovins et les caprins lâchés en liberté dans la forêt causent, de terribles dégâts
en piétinant et compactant le sol et en broutant les parties termina les des jeunes pousses
(Belkhiri, 1993).

 Action anthropique :

Par son intervention directe où indirecte sur la forêt, peut agir négativement et causer des
dégâts néfastes; Abdessamade (1981), indique que le facteur homme reste, sans conteste,
l’élément déterminant de la régression du tapis végétal dans les Aurès (Figure 10).

Carrière

Décharge sauvage

Figure 10 : Parc national de Djudjura malgré son statut d’aire protégée
reçoit une décharge (Derridj, 2011).
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 Les incendies

Sont infiniment moins fréquents et moins graves que dans les Yves et n’entraînent jamais
la  destruction complète des peuplements (Boudy, 1950 ; Toth, 1970).

5. Intérêts du cèdre :

Le cèdre, plus particulièrement Cedrus atlantica Manetti, a été utilisé depuis longtemps
dans quelques pays circum-méditerranées, d’abord comme espèce ornementale. Ensuite
comme espèce de reboisement notamment que le cèdre est une essence capable de remplir
plusieurs rôles à la fois, et ceci malgré les conditions écologiques souvent difficiles et la
surface restreinte qu’il occupe (Toth, 1980).

L’importance du  cèdre  découle de l’intérêt écologique et socioéconomique de l’espèce
elle-même et de ses qualités qui lui permettent d’occuper de plus en plus une place primordial
dans la forêt méditerranéenne. En effet, la faculté d’adaptation du cèdre dans des conditions
difficiles, résistance aux incendies, la qualité de son bois, la valeur esthétique de ses
peuplements, en font l’énonce de base pour la reconstitution et la valorisation des forêts
improductives ou dégradées dans la région méditerranéenne (M’hirt, 1994).

Le cèdre est inflammable, il est donc sujet à la propagation des incendies. A l’état  étude,
par son système racinaire étendue et ramifiés ainsi par son large houppier, il réduit l’impact
des violentes précipitations, il assure une protection efficace contre l’érosion (M’hirt, 1994).

Du point de vue économique, le cèdre de l’Atlas est la seule essence forestière de bois
d’œuvre, de menuiserie et d’ébénisterie de luxe. M’hirt (1994) note  aussi, que le cèdre
fournissent des produits très utiles tels que, le bois, le goudron, la résine et le tannin. Il abrite
aussi un pâturage important et constitue un apport en unités fourragères pendent les périodes
difficiles.

L’intérêt accordé au cèdre au niveau international en raison de ses qualités et son rôle
socio-écologique et économique conduit à la mise en place d’un réseau international de
recherche sur le cèdre depuis 1987. Le programme de ce réseau est orienté selon quatre axes :
amélioration, génétique, sylviculture et production, écophysiologie, protection du cèdre
(M’hirt, 1994).



Chapitre III
Généralités sur Le fusariose

vasculaire
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III. Généralités sur Le fusariose  vasculaire :

Genre Fusarium, l’espèce Fusarium oxysporum est la plus répandue dans le monde, elle
peut être retrouvée dans la plupart des sols: arctiques (Kommedahl, et al., 1988), tropicales,
désertiques (Mandeel et al., 1995), cultivés ou non. Elle peut également être dispersée par les
insectes (Gillespie et Menzies, 1993) et récupérée à partir d'algues marines (Granchinho et al.,
2002).

F.oxysporum est également l'une des espèces les plus importantes du point de vue
économique compte tenu de ses nombreux hôtes et du niveau des dégâts qu’elle peut
entraîner. En effet, les formes spéciales de F.oxysporum sont des agents pathogènes
vasculaires provoquant souvent le flétrissement vasculaire, la fonte de semis et les pourritures
racinaires (Nelson et al., 1983).

1. Fusariose vasculaire de palmier dattier :

La fusariose vasculaire du palmier dattier appelée communément le bayoud, causée par
F.oxysporum f. sp. albedinis et une tracheomycose qui continue à sévir dans les palmerais
algérienne provoquant la disparition de millier de palmiers chaque année (Figure 11-12).

Les variétés du Palmier Dattier résistantes à cette maladie sont très rares. [Parmi les 223
variétés recensées au Maroc, seules six sont résistantes au Bayoud, dont il semble qu’il n’y ait
pas de relations obligatoires entre le caractère résistance et la qualité des dattes (Saaîdi, 1979).

En Algérie, une seule variété a été reconnue résistante, la Takerboucht.

Figure11 : Premiers symptômes Figure 12 : stade final du bayoud.
du bayoud.
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Le palmier peut mourir 6 mois à 2 ans après l'apparition des premiers symptômes, en
fonction du cultivar et des conditions de plantation (Bulit et al., 1967; Louvet et al., 1970;
Djerbi, 1982).

La désinfection du sol est très coûteuse et difficile. La lutte chimique n'est envisageable
que si on découvre précocement le point de départ d'une nouvelle infection dans une région
saine. Dans ce cas, on peut traiter le sol avec du bromure de méthyle (Frederix & Den Brader,
1989). Des sols résistants au bayoud ont été identifiés au Maroc et en Algérie ; les
mécanismes de la résistance de ces sols peuvent être de type biotique ou abiotique.

2. Fusariose vasculaire sur la tomate :

La tomate (Lycopersicum esculentum) est sujette à deux maladies fusariennes :
-La flétrissure fusarienne classique (Fusarium wilt) causée par Fusarium oxysporum f. sp.

lycopersici Snyder et Hansen.
-La pourriture des racines et du collet (Fusarium crown and root rot) causée par Fusarium

oxysporum f. sp. radicis-lycopersici Jarvis et Shoemaker (Katan et al., 1997).

Ces derniers sont des champignons telluriques dotés d‘une spécificité stricte d‘hôtes. Ils
sont capables d‘envahir l‘ensemble du système vasculaire de la plante provoquant ainsi son
obstruction et par la suite l‘affaiblissement de la plante qui finit par mourir (Snissi et al.,
2006).

La flétrissure fusarienne est une maladie dévastatrice pour les cultures de tomate partout
dans le monde, elle est causée par Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (Walker, 1971). Ce
champignon terricole qui pénètre dans la plante par les racines envahit les tissus ligneux et
provoque le jaunissement, la flétrissure puis la mort de la plante (Blancard, 1997) (Figure 13-
14).

Figure 13 : Flétrissement et Figure 14 : Brunissement

Jaunissement des feuilles longitudinal de la tige
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La plante atteinte développe une série de barrières mécaniques et biochimiques pour
lutter contre le parasite (Beckman, 1988). Les symptômes externes de la maladie reflètent le
degré de l’invasion des vaisseaux vasculairespar les filaments mycéliens (El Mahjoub, 1984).
Deux substances biochimiques sont élaborées par la plante des l’attaque du parasite, le
polyphénol oxydase et Le phytoalexine (Henni, 1998).

Il n’existe actuellement aucun moyen réellement efficace pour contrôler totalement ces
maladies, les mesures de contrôle demeurent dans leur globalité d’ordre préventif (Rouxel et
al, 1979). La méthode de prévention la plus courante est le chaulage afin de maintenir le pH
entre 6,4 et 7 (Scott, 1923).

Il reste dans la lutte chimique que les fongicides les plus utilisées reste le triazole et ces
dérivés qui sont des composés très actifs grâce à leur noyau qui possède une activité
pharmacologique, antibactérienne et antifongique (Hamoir et al., 2001).



Partie 2
Matériel et méthodes
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1. Isolement et identification des Pseudomonas spp. Fluorescents :
1.1. Prélèvement d’échantillons :

Les prélèvements ont été effectués au mois de mars de l’année 2017 à partir de la
rhizosphère du cèdre au niveau de la région de Tikjda (Bouira), les prélèvements des
échantillons de sol ont été réalisés à une profondeur de 20 à 30 cm.

1.2. Isolement et purification :

L’isolement des bactéries appartenant au Pseudomonas du sol rhizosphériques a été
effectué par la méthode de suspensions-dilutions avec trois répétitions.

La méthode consiste à récupérer 1g de sol qui sera mélangés à 100ml d’eau distillée
stérile. La suspension est bien agitée ; c’est la dilution 10-1. Une série de dilution est réalisée
à partir de cette dernière jusqu’à avoir la dilution 10-6. Ensuite, les dilutions 10-3 ,10-5 et 10-6

sont ensemencées sur le milieu King B (KB) (King et al., 1954) (annexe N°1) coulé sur des
boites de pétri avec deux répétitions pour chaque dilution. Les boites sont incubées à une
température de 25°C ± 2 pendant 24 à 48 heurs.

La purification des souches bactériennes s’effectue par un repiquage successif des isolats
sur milieux King B et l’incubation se fait à une température 25°C ± 2. Les cultures pures de
souches sont conservées à 4°C.

2. Identification phénotypique des isolats bactériens :

L’identification préliminaire des espèces de Pseudomonas produisant le pigment
fluorescents est essentiellement basée sur les caractéristiques morphologiques (caractères
culturaux), la coloration de Gram (caractéristiques microscopique), ainsi que l’étude des
caractéristiques physiologiques et biochimiques décrite par Holt et al., (1994) et Bossis et al.,
(2000).

2.1. Caractères culturaux :

La caractérisation morphologique des souches bactérienne a été effectuée sur milieu B de
King après incubation à 28°C pendant 24 h. Elle consiste à une observation à l' œil nu des
caractères culturaux tels que la forme, la couleur, l'aspect ainsi que l'élévation et les
dimensions des colonies.

Également la recherche d'une diffusion d'un pigment jaune vert fluorescent dans le milieu
à été effectue après 24h à 96 h d'incubation à 25°C, ainsi que l’ensemencement de la crème
bactérienne âgée de 24 h sur le milieu A de King (King et al., 1954) (annexe N°1) dans les
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mêmes conditions. La réponse positive se traduit par diffusion du pigment bleuâtre
fluorescent dans le milieu gélosé.

2.1.1. Coloration de Gram :

La coloration de Gram, est réalisé par selon la technique classique (Hildebrand et al,
1988), qui consiste :

Préparation du frottis par prélèvement d'une colonie de bactérie âgé de 24 heures, puis
l’étaler à l’aide d’une anse à ensemence sur une lame contenant une goutte d’eau
physiologique suivi par la fixation du frottis qui a été réalisé par maintenance de la lame dans
un air chaud de la flamme de bec Bunsen.

On procède a la coloration par la fixation avec du violet de Gentiane, pendant une minute
on effectue ensuite un lavage à l’eau courante suivi par un autre colorant Lugol pendant une
minute pour la fixation. Décoloré à l’alcool pendant (30 secondes), rincer à l’eau puis
recolorer le frottis avec la fuchsine pendant une minute et laisser sécher .

L’observation se fait au microscope optique avec grossissement G : 40 x100.

2.1.2. Caractérisation physiologique :

2.1.2.1. Effets de la température :

Les souches bactériennes de 24 heurs ensemencées sur le milieu B de King solide en
boite de pétrie sont incubées aux températures : 4°C et 42°C pendent 24 h à 96 h.

La lecture des résultats porte sur la croissance bactérienne.

2.2. Caractérisation biochimique :

2.2.1. Galerie biochimique classique:

L'activité biochimique des bactéries fait intervenir un grand nombre de systèmes
enzymatiques, synthèse ou l'absence de ces derniers étant directement dépendant du génome,
il est intéressant de les considérer comme un critère d'identification et de la classification des
bactéries.

2.2.1.1.Étude des dérivés de l'acide pyruvique :

Le milieu Clark et Lubs (Marchal et bourdon, 1982) (annexe N°1), est ensemencé avec
une culture bactérienne âgé de 24 h et incubée à 25°C pendant 24 h.

Ce milieu permet de mettre en évidence deux voies de dégradation :
Réaction Rouge de méthyle (RM) : c’est une réaction qui permet de mettre en évidence la
transformation  de l’acide pyruvique en acide formique et acide acétique. On ajoute 2 à 3
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gouttes du réactif rouge de méthyle (RM), l’apparition d’un anneau rouge à la surface signifie
que la réaction est positive.

Réaction Voges Proskauer (VP) : pour la recherche de l'acétoine en ajoute pour le milieu
ensemencé et incubé 0,5 ml de la solution VPI (naphtol) et 0,5 ml de la solution VPII (4N).

Si une coloration rouge violacée apparaît en surface, la bactérie transforme l'acide
pyruvique on acétoine, la réaction VP est positive (VP+).

2.2.1.2. Test mobilité :

Les souches bactériennes de 24 h sont ensemencées par piqûre centrale dans le milieu
mannitol- mobilité (Gardan et Luisitti, 1981) (annexe N°1). Ce milieu est semi solide
permettant de mettre en évidence la mobilité et la dégradation de Mannitol.

Après 1 à 2 jours d'incubation la transformation de la couleur au jaune signifie que la
bactérie utilise le Mannitol. Les souches mobiles se disperseront à partir de la piqûre
d'ensemencement créant un trouble dans le milieu.

2.2.1.3. Utilisation de l’ion citrique :

L’utilisation de citrate par les bactéries comme seule source de carbone et d’énergie est
mise en évidence sur le milieu gélosé de Simmons (Gardan et luisité, 1981) (annexe N°1).
L’ensemencement des souches est effectué sur la pente du milieu de culture. Apres 2 à 3 jours
d’incubation à 25°C ± 2, l’utilisation des citrates est marquée par le virage de la couleur du
milieu vers le bleu.

2.2.1.4. Hydrolyse de la gélatine :

Le tube contenant le milieu gélatine (Gardan et luisetti, 1981) (annexe N°1), a été
ensemencé avec la crème bactériennes de 24 h par une piqure au centre du culot.

Apres 2 à 3 jours d’incubation à 25°C ± 2, nous déposons les tubes 10 minutes à 6°C pour
favoriser la prise de gel, si le milieu de culture est liquide, la bactérie hydrolyse la gélatine
donc elle synthétise la gélatinase.

2.2.1.5. Utilisation des glucides :

Le milieu triple sugar iron (TSI) (Garden et Luisetti., 1981) (annexe N°1) : est un milieu
utilisé pour voir si la bactérie est capable de réduire le sulfate, et dégradation du sucre est
accompagnée d’une production d’acide.

Le milieu de départ s’il vire au rouge pas de fermentation, la bactérie est aérobie, s’il
verre au jaune une fermentation s’est produite ; de l’acide a été produit, la bactérie est
anaérobie facultative. Gaz formé : dû à une fermentation. Couleur noire : sulfure d'hydrogène
(H2S) a été produit.
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2.2.1.6. Nitrates réductases :

Le test décrit par Gardan et Luisetti (1981) consiste à ensemencer les isolats bactériens
jeunes dans le milieu bouillon nitraté (annexe N°1) ; les tubes inoculés sont incubés à 25°C± 2
pendent 2à 3 jours.

La lecture des résultats se fait après addition des deux réactifs spécifiques révélateurs des
nitrates 1 et 2 et une pincée de Zinc. Les notations sont en fonction de la coloration obtenue.

-Si une coloration rose apparait, les nitrates sont présents. La bactérie possède une nitrate-
réductase.

-Si le milieu reste incolore, on ajoute de la poudre de Zinc.

-Si milieu devient rose, les nitrates sont présents la bactérie ne possède pas la nitrate
réductase.

-Si le milieu reste inchangé, les nitrates ont été réduits en nitrates par nitrate-réductase et les
nitrites en azote ammoniacal par la nitrate-réductase.

2.2.1.7. Catalase:

Sur une culture bactériennes âgées de 24 heures, on instille quelques gouttes de l’eau
oxygène à 10 volumes. La présence d’une catalase (catalase positive) se traduit par l’émission
de bulbes gazeux juste après contact selon la formule :

2 H2O2 2H2O+O2

2.2.1.7. Test oxydase :

Ce texte est réalisé à un disque d’oxydase prêt à l emploi, sur le quel nous avons déposé
des colonies bactériennes âgées de 24 heures. La lecture de résultats se fait immédiatement,
une réaction positive se traduit par l’apparition d’une couleur bleu au bout de 10 secondes.

2.2.1.8. Test arginine :

Le milieu meöller (Möeller., 1955) (annexe N°1) permet la recherche de l’arginine-
dihydrolase (ADH), d’une grande importance taxonomique pour la différenciation des bacilles
Gram – et  autres Entérobactéries.

Ce milieu consiste à ensemencer les isolats bactériens jeunes dans le milieu (annexe :1) ;
les tubes inoculé sont incubés à 25°C± 2 pendant 2à 3 jours.

-Si le milieu est violet et trouble, les bactéries se sont développées. Elles ont acidifié le
milieu à partir du glucose puis réalcalinisé en utilisant l’acide aminé : Résultat +.

-Si le milieu est jaune et trouble, les bactéries se sont développées. Elles ont acidifié le
milieu a partir du glucose et ne l’ont pas réalcalinisé car elles ne possèdent pas l’enzyme :
Résultats -.
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2.2.2. Caractérisation par la plaque API 2OE :

Crée en 1970 par le docteur Bussiére, une galerie API est un ensemble de petits tubes
prêts à l’emploi permettant l’indentification de micro- organismes par la réalisation rapide et
facile de tests biochimiques miniaturisés. Galerie de 20 microtubes prêts à l’emploi
permettant de réaliser 23 tests biochimiques (Figure 16).

L’API 20E est un système d’identification des bacilles à Gram -, ce teste est réalisé selon
les recommandations Biomerieux S.A (France)   qui consiste à :
 Réunir fond et couvercle d’une boite d’incubation et répartir environ 5ml d’eau distillée

dans les alvéoles pour créer une atmosphère humide.
 Ouvrir une ampoule d’API Na Cl 10,85% Medium (7ml) (Annexe N°1).
 A partir d’une culture bactérienne de 24 h on réalise une suspension bactérienne égale à

0,5 de Mc Farland (Figure 15), et cette dernière doit être utilisée dans 15 minutes suivant
sa préparation.

 En suite déposer soigneusement la suspension bactérienne dans les cupules des testes de
NO3 à PNPG en utilisant un embout stérile.

 Ouvrir une ampoule d’AIA AUX Medium et y transférer environ 200µl de la suspension.
 Remplir tubes et cupules des testes GLU à PAC.
 Remplir d’huile de paraffine les cupules des 3 testes soulignés (GLU, ADGH, URE) pour

former un ménisque convexe.
 Refermer la boite d’incubation et incuber à 25±2 °C pendant 2h.

Figure 15 : Inoculation de la plaque api 20 E (Original., 2017).

Figure 16 : Plaque API 20 E avant l’inoculation (Original., 2017).



Matériel et méthodes

31

La lecture des résultats repose sur des changements de la coloration initiale des différents
milieux (Tableau 05).

Tableau 05 : Lecture de la plaque API 20 E.

(1) Une très légère couleur jaune est également positive.
(2) Une couleur orange apparaissant après 36-48h d’incubation doit être considérée négative.
(3) Lecteur dans la cupule (zone aérobie).
(4) La fermentation commence dans la partie inférieure des tubes, l’oxydation commence dans la cupule.
(5) Une légère coloration rose apparaissant après 10mn doit être lue négative.

 Les quantités indiquées peuvent ajustées en fonction des titres des matières premières.
 Certaines cupules contiennent des composants d’origine animale, notamment des peptones.
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2.3. Resistance aux antibiotiques « Antibiogramme » :

Pour évaluation de la sensibilité aux ATB des souches bactériennes isolés nous avons
adopté la méthode de diffusion sur un milieu gélosé (antibiogramme) qui consiste à estimer
l’inhibition de la croissance des antibiotiques.

100µl de la suspension bactérienne de 107 UFC / ml sont ensemencées à la surface du
milieu de culture à l’aide d’un étaloir. Les disques d’antibiotiques (AmpicillineAM10,
Kanamycine K30 et Imipenem I10) sont disposés au centre des boites.

Après d’incubation à 25°C±2 l’absence de la croissance se traduit par un halo translucide
autour du disque dont le diamètre est mesuré à l’aide d’une règle  (exprimé en mm).

La sensibilité des bactéries aux antibiotiques est classé selon les diamètres des halos
d’inhibitions (Ponce et al., 2003).

 Ø < 8mm : bactérie non sensible.
 9 < Ø < 14 mm : bactérie sensible.
 15 < Ø < 19 mm : bactérie très sensible.
 Ø > 20 mm : bactérie extrêmement sensible.

2.4. Solubilisation du phosphore par les souches bactériennes :

La solubilisation de phosphate tricalcique a été étudiée sur milieu PVK (Pikovskaya.,
1984) (Annexe 1).

Le milieu est réparti en boîte de Pétri puis ensemencé par différentes méthodes :

- Méthode des spots, qui consiste à déposer la crème bactériennes sous forme de spot sur le
milieu de culture.

- Méthode des puits qui consiste à effectue à l'aide d'une pipette Pasteur et les remplir avec
la suspension bactérienne.

- La dernière méthode, consiste à étaler directement la suspension bactérienne à l'aide de
surface du milieu de culture.

L'incubation a été effectuée à 28°C pendant 5 jours .Deux répétitions On été réalisés
pour chaque souche.

La lecture des résultats se fait pas la mesure du diamètre de l'halo clair qui entoure les
bactéries (le diamètre totale : diamètre de L'halo + diamètre de la colonie ou de puits) l’indice
de solubilisation de phosphate est calculé comme suite :
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Indice de solubilisation(%) = diamètre du halo − diamètre de la coloniediamètre du halo x100
2.5. Production de l’acide cyanhydrique (HCN) :

Le test de production d’HCN a été réalisé sur les souches isolé afin d’évaluer leur activité
cyanogenique selon la méthode décrite par Bekker et Shippers (1988). Des cultures de 24h de
ces souches rhizobactériennes ont été repiquées sur un milieu de culture B de King. Sur la
surface interne du couvercle des boites de culture, des morceaux de papier filtre stériles
imbibés d’une solution stérile acide picrique carbonate à 2% ont été placés. Toutes les boites
ont été bien fermées avec du parafilm et incubées à 28± 2°C pendant 48h. Cet essai a été
mené avec trois répétitions pour chaque traitement avec des témoins sans cultures
rhizobactériennes. Les boites ont été observées pour tout changement éventuel de la couleur
du papier filtre du jaune à l’orange ou au rouge. Ce changement serait révélateur de l’activité
cyanogénique des souches testées.

3. Essai de la stimulation de la germination du cèdre d’Atlas " in-vitro" :
3.1. Matériels biologique :
3.1.1. Matériels végétales :

L’essai a été effectué sur les graines du cèdre d’Atlas de différents stations : de l’Atlas
tellien (Tikjda, wilaya de Bouira) et l’Atlas blidéen (Chréa, wilaya de Blida).

3.1.2. Isolats bactériens :

Les souches bactériennes utilisées sont B1, B2 isolés de la rhizosphère de l’arboriculture
du pêcher de la région de la Mitidja. Ces souches sont caractérisées par leurs capacités de bio
contrôles et de bio stimulation assez appréciables (Ben chabane., Gazon., 2016 ; Leghima et
Imekhlef., 2017).

Nous avons également utilisé une souche résultante de notre isolement. C’est une souche
supposée appartenaient au groupe des Pseudomonas spp. Fluorescents qui a été isolé d’un sol
forestière  appartenant a la  rhizosphère du cèdre de la région de  Tikjda.

3.2. Préparation des graines :

3.2.1. Désinfections superficielles des semences :

La désinfection des semences a été réalisée par trempage dans l’eau javellisée (225ml
d’H2O + 25ml d’eau de javel) pendent 20 minutes. Ensuite réaliser trois rinçages successifs à
l’eau distillée stérile pour chaque lot de semence.
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3.2.2. Levée de la dormance :

Nous avant trempée les 800 graines (400 : les graines de Tikjda et 400 : graines de chréa)
dans l’eau oxygénée à 30% pendant 45 minutes, (Lebru, 1970) puis lavée abondamment à
l’eau distillé (Figure 17).

Figure 17 : Levée de dormance par trempage des graines dans l’eau oxygénée à
30% (Original., 2017).

3.3. Bactérisation des graines :

La bactérisation des graines a été réalisé par des suspensions bactériennes préparées à
partir de crèmes bactériennes âgées de 24 heures prélevés sur milieu King.

La concentration des suspensions bactériennes d'environ 106-107UFC est ajustée à une
longueur d'onde 620nm. La bactérisation a été effectuée par trempage des graines dans chaque
suspension bactérienne pendant 30 minutes. Les semences témoin (non bactérisées) ont été
mises dans l'eau distillée stérile

3.4. Mise en germination :

Les graines désinfectées et bactérisées avec la souche B1, souche B2 et la souche S141

ainsi que les témoins et non bactérisées sont disposées aseptiquement sur du papier filtre
stérile dans des boîtes de Pétri à raison de 10 graines / boîte avec 10 répétitions pour chaque
traitement.

Pour éviter le desséchement des graines et afin de maintenir une certaine humidité
suffisante, 3ml d'H2O distillée sont apportés dans chaque boîte. Ces dernières sont maintenues
à la température ambiante pour la germination.

3.5. Paramètres étudiés :

L'observation visuelle des gaines se fait quotidiennement pendant toute la période de
l'essai qui est d’un mois.

Les graines sont comptées pour déterminer la capacité et la période de germination .On
considère qu'elles ont germe lorsque la radicule perce les téguments.
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3.5.1. Taux de germination :

FG (faculté de germination) = nombre de graines germéesnombres totale de graine x100(jours)
3.5.2. Vitesse de germination :

C'est le nombre de graines germées en fonction du temps (en temps bien déterminé).= N1T1 + N2T2 + NnTnN1 + N2 + + Nn
TMG : temps moyen de germination

N1 est le nombre de graines germées au temps T1, N2 est le nombre de graines qui ont
germées entre le temps T1 et T2,... etc.

3.6. Diapositif expérimental :
Le dispositif expérimental est une randomisation totale, représentés par l’interaction des

deux facteurs variant :
 Facteur1 : correspond aux souches bactériennes avec quatre variantes : B1, B2, S141 et

témoin – (sans bactérie)
 Facteurs2: végétales avec 2 variantes: cèdre de Tikjda  et cèdre de Chréa.

3.7. Analyse statistiques :
L’analyse statistique des résultats est effectuée selon le test ANOVA Comparaison de k

échantillons (Kruskal-Wallis) avec le logiciel XLSTAT, la comparaison des traitements est
pour déterminer leur seuil de signification, avec un niveau de signification (95%).

Interprétation du test :

H0 : Les échantillons proviennent de la même population.

Ha : Les échantillons proviennent de populations différentes.

Etant donné que la p-value calculée est supérieure au niveau de signification seuil
alpha=0,05, on ne peut pas rejeter l'hypothèse nulle H0.

Lorsque : la probabilité (P) est :
P> 0,05 : Les variables ne montrent aucune différance significative.

P<0,05 : Les variables montrent une différence significative.

P<0,01 : Les variables montrent une différence hautement significative.
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4. Activité antifongique:
4.1.1. Souches bactériennes :

Dans l’essai d’antagonisme microbien, nous avons utilisés les souches bactériennes (S11,
S12, S13, S141, S142 et S143) isolés de la rhizosphère du cèdre de la région de Tikjda.

4.1.2. Isolats fongiques :

Deux isolats fongiques ont été utilisés dans notre essai, il s’agit de l’isolat Fusarium
oxsyporum f.sp.lycopersici (F.O.L) agent de la fusariose vasculaire de la tomate et l’isolat
Fusarium oxysporum f.sp.albedinis (F.O.A) agent de la fusariose de palmier dattier (Tableau
06).

Tableau 06 : Origines des isolats fongiques utilisés dans le test d’antagonisme.

Isolats fongique Plante hôte Provenance

Fusarium oxysporum f.sp.
lycopersici (F.O.L) Tomate Université de

LaghouatFusarium oxysporum f.sp.
albedinis (F.O.A) Palmier dattier

La purification de ces isolats est réalisé par repiquage successif de disque mycélien sur
milieu PDA (annexe N°1) en boite de Pétri.

4.2. Essai d’activité antagoniste "in- vitro" :

Ce test est réalisé pour mettre en évidence les activités inhibitrices des souches
bactériennes en contact direct avec isolats phytopathogénes sur milieu King B et milieu PDA.
Pour cela, nous avons utilisé deux méthodes :

 Méthode des spots : (Becker, 1988) :

Il s’agit de déposer à l’aide d’une anse des spots bactériens âgés de 24h à la périphérie de
boite de Pétri, contenant le milieu de cultures. Après une incubation de 24 h à une température
de 25± 2°C un disque mycélien déposé au centre de la boite ensemencée par la souche
bactérienne (Figure 18).

Isolat bactérien

Milieu de culture

Isolat fongique

Figure18 : Méthode des spots.
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 Méthodes des traits : (Reddy et Patrick, 1990) :

Consiste à déposer les bactéries antagonistes âgés de 24 heures sous forme de fins
espacés de 2à 3 cm, et le disque mycélien est déposé entre les deux traits bactériens,
l’incubation est réalisée à 28°C pendent 7 jours (Figure 19).

Trait bactérien

Isolat fongique

Milieu de culture

Figure 19 : Méthodes des stries

Pour les deux méthodes (spot et traits), les témoins positif ont été obtenus par dépôt de
disque de deux isolats fongiques au centre des milieux de culture et incubés à la même
température.

Après une semaine d’incubation à 25°C± 2. La lecture des résultats se fait par mesure de
la distance parcourue par le mycélium de l'isolat fongique en direction de la souche
bactérienne. Le pourcentage d'inhibition selon (Trivrdi et al., 2008) est comme suit :

Pourcentage d′inhalation(I) = (R témoin − R testé)R témoin x100
 I(%) : pourcentage d’inhibition
 R témoin : distance de la croissance radiale de l'isolat témoin
 R testé : distance de la croissance radiale du mycélium en présence de bactérie

On peut parler d'inhibition que lorsque le pourcentage (%) d’inhibition est supérieur à
20%.



Partie 3
Résultats et discussion



Résultats et discussion

38

1. Caractérisation des bactéries

1.1. Caractères culturaux des souches :

Les isolements à partir de la rhizosphère du cèdre  nous ont permis l’identification de 6
souches, après 24h d’incubation à une température de 25°C. Les principaux caractères
macroscopiques sont représentés dans le (Tableau 07) (Figure 20-21).

Tableau 07 : Caractéristiques morphologiques des souches bactériennes isolées de la
rhizosphère de cèdre.

Caractéristiques
souche Taille Forme

de bord Aspect Couleur Elévation Consistance

S11 1 mm Régulière Rugueux Crème Bombé Crème
S12 2 mm Régulière Lisse Jaune

clair
Plate Crème

S13 1 mm Régulière Lisse Crème Bombé Crème
S141 1,5 mm Régulière Lisse Jaune

clair
bombé Crème

S142 2 mm Régulière Lisse Jaune
clair

Bombé Crème

S143 2,5 mm Régulière Lisse Jaune
clair

Bombé Crème

Figures 20 : Souches bactériennes isolées Figure 21: Souches bactériennes

de la rhizosphère de cèdre pseudomonas fluorescens

(Original., 2017) ( Ninjatacoshell, 2010)

Les résultats obtenus sur le milieu King B après 72 h d’incubation à 25°C ±2 montrent
que la pigmentation fluorescente a été visible à l’œil nu sous la lumière naturelle pour la
majorité des souches. L’intensité du  pigment à été très importante pour les souches S141 S142

S143.
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Sur le milieu King A, les souches S141, S142 et S143 ont présenté un pigment fluorescent
alors que pour le reste des souches la fluorescens est absente (Tableau 08) (Figure 22-23)

Tableau 08: Production de pigment fluorescens sur milieu King A.

Souches S11 S12 S13 S141 S142 S143
Fluorescens + - - ++ ++ ++

Figure 22 : Production de pigment Figures 23 : Production de pigment

fluorescent par la souche S142 sur fluorescent par la souche S141

le milieu King B (Original., 2017) (Original., 2017)

Figure 24 : Observation sous les rayons (UV) de la pigmentation

fluorescens de la souche S141. (Original., 2017)
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1.2. Caractérisation microscopiques :

Les six souches bactériennes observées sous microscope optique au grossissement
40x100 sont de forme bacille, droit, isolé ou regroupé, de couleur rose. Elles sont dites Gram
négative (Gram-) et ceux suite à leur décoloration par l’alcool (Figure 25).

Figure 25 : Observation des souches S11, S12, S13, S141, S142 et  S143 sous le microscope
optique au G: 40x100 (Original., 2017)

1.3. Caractérisation physiologique :

1.3.1. Effet de la température :

Selon les résultats obtenus, la température à un effet notable sur la croissance des souches
bactériennes, cette dernière varie en fonction de la T° et la souche bactérienne (Tableau 09).

La température optimale pou l’ensemble des souches a été obtenue avec la
température 27°C.

La température 4°C n’est pas favorable pour la croissance dans la souche S11 et S13.
Le reste des souches ont présenté une faible croissance à la même température (Figure 26).

A l’exception des souches S141, S142 et S143 les autres souches ont présenté une croissance
à 41°C (Figures 27).
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Tableau 09 : Effets de la température sur  la croissance bactérienne.

Souches
bactériennes

S11 S12 S13 S141 S142 S143

Te
m

pé
ra

tu
re

s 4°C - + - ++ ++ ++

27°C +++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++

41°C ++ +++ +++ + + +

- : Absence de croissance.
+ : Très faible croissance.
++: Faible croissance.

+++ : Moyenne croissance.
++++ : Forte croissance.

Figures 26 : Représentent les résultats de l’effet de la température à 4°C sur les souches
bactériennes (Original., 2017).
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Figures 27 : Représentent les résultats de l’effet de la température à 42°C sur les souches
bactériennes (Original., 2017).

Selon Palleroni (1984), Digat et Gardan (1987) et Digat (1991), la température optimale
pour la croissance des Pseudomonas spp. Fluorescents st situe entre 25°C et 30°C.

Selon Palleroni (1984), la croissance à 41°C permet de caractériser certaines souches de
Pseudomonas fluorescens, les souches d’origine tropicales testées résistante au stress
thermique de 41°C (Digat, 1991).

Selon des travaux précédents de Nait Messaoudene O et Mahiout K (2007), les souches
bactériennes de Ghardaïa, sont capable de croitre à la température de 42°C.

1.4. Caractérisation biochimique :

1.4.1. Galerie biochimique classique:

D’après les tests biochimiques  réalisés (Tableau 10) (Figure 28-29-30-31), nous avons
constaté :

 Sur Mannitol-mobilité, toutes les souches sont mobiles mais elles n’ont pas la capacité à
utiliser le Mannitol.

 Sur le bouillon nitraté, les six souches ont montré une réaction négative ce qui signifie
l’inaptitude à réduire les nitrates.
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 Toutes les souches utilisent le citrate ceci explique la capacité à se développer en utilisant
le citrate de sodium comme seule source de carbone donc elles possèdent la citrate-
perméase.

 Les six souches présentent une réaction négative pour le rouge de méthyle (RM), et le
Voges Proskaur (VP), ce qui signifie que les souches ne dégradent pas la l’acide
pyruvique en acide acétique formique et acétoines.

 Toutes les souches peuvent hydrolyser la gélatine donc elles synthétisent de la gélatinasse.

 Les tests catalase et oxydase sont positifs pour l’ensemble des souches.

Tableau 10 : Caractères biochimiques de six souches bactériennes.

(-): réaction négative

(+) : réaction positive

Souches
Tests

S11 S12 S13 S141 S142 S143

Mannitol
Mobilité

+ + + + + +

Nitrate
réductase

- - - - - -

Citrate de
Simmons

+ - - + + +

TSI - + + + + +

VP - - - - - -

RM - - - - - -

Gélatine + + + + + +

Oxydase + + + + + +

Catalase + + + + + +

ADH + + + + + +
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Figure 28 : Galerie biochimique classique (Original., 2017)

Figure 29 : Teste oxydase. Figure 30 : Teste catalase

(Original., 2017). (Original., 2017).

Figure 31 : Test ADH-Arginine (Original., 2017).
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1.4.2 Assimilation des sucres :

La mise en évidence de l’utilisation des sucres à été effectuée sur la plaque API 20 E pour
trois isolats bactériens sélectionnés pour leur forte production en pigment fluorescent.

Apres incubation, la lecture de la galerie a révélée que : (Tableau 11) (Figure 32)

 Toutes les souches bactériennes sont incapables de fermenter le glucose.

 Toutes les souches bactériennes incapables d’utiliser le D-mannose (MAN), l’inositol
(INO), le D-sorbitol (SOR) et le L-rhamnos (RHA).

 La souche S141 est capable de fermenter le saccharose, mais les souches S142 et S143
incapables d’utiliser le D-saccharose (SAC).

 Toutes les souches bactériennes sont capables de  fermenter le melibiose (MEL),
l’amygdaline (AMY) et l’arabinose (ARA), par l’utilisation le D-melbiose, amygdaline
et L-arabinose respectivement.

Tableau 11 : Assimilation des sucres par les isolats bactériens sur plaque API 20 E.

Souches

Tests

S141 S142 S143

24h 48h 24h 48h 24h 48h

GLU - - - - - -
MAN - - - - - -
INO - - - - - -
SOR - - - - - -
RHA - - - - - -
SAC + + - - - -
MEL - + + + - +
AMY + + + + + +
ARA + + + + + +
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Figure 32 : Assimilation des sucres par les souches S141, S142 et  S143 (Original., 2017).

En se basant  sur la caractérisation microscopique et macroscopique, nous avons
remarqué que six souches isolé prestent les caractéristiques de groupe Pseudomonas qui sont
des bacilles à Gram négatif  (Bell-Perkins et Lynch, 2002)

Les isolats bactériens ont montré une croissance ne pas accordent avec ce de Palleroni
(1984) qui montre que les températures cardinales varient de 4°C à 42°c pour que ces espèces
se multiplient.

Les caractéristiques spécifiques et intra spécifique ont été réalisées selon le schéma de
caractérisation du groupe Pseudomonas fluorescens/putida proposé par Digat et Gardan
(1987) les clés dichotomiques (Figure 33 B) proposées par Jacques (1994) et Bossis (1995)
pour l’identification des Pseudomonas spp. Fluorescents saprophytes

Les résultats obtenus des tests biochimiques des isolats bactériens déduiront que ces
isolats sont des Pseudomonas spp. Fluorescens. Selon Palleroni (1984), Les Pseudomonas
spp. Fluorescent sont définis comme étant des microorganismes aérobies utilisant l’oxygène
comme récepteur final d’électron et incapable de fermenter le glucose et selon Stanier et al.,
(1966), les Pseudomonas sont à catalase positive.

La dégradation de l’arginine est une voie caractéristique des Pseudomonas spp.
Fluorescents saprophytes (Thornley, 1960). Elle fonctionne seulement en absence d’O2 et
sous conditions non-dénitrifiant, c'est-à-dire lorsque la chaine respiratoire est totalement
bloquée (Shoesmith et Sherris, 1990), c’est la seule voie fermentative connue chez ces
bactéries.
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Figure 33 : Clé dichotomique pour l’identification des souches appartenant aux espèces P. fluorescens
et P.putida. t B selon Bossis (1995).P. aureo.: Pseudomonas aureofaciens ; P. chlor.: P. chlororaphis
; P. fluo : P. fluorescens ; P. put.: P. putida ; L-ara : L-arabinose; Den.: Denitrification ; Lev : Levan ;

L(+) tart : L(+) tartrate ; L-trp : L-tryptophane.

L’hydrolyse de la gélatine, est une priorité universelle de Pseudomonas aerogenosa, et
Pseudomonas fluorescens mais absente chez Pseudomonas putida (Bossis., 1995) donc on
constate que nos souches isolées appartiennent toutes  à l’espèce Pseudomonas fluorescens.

En fin, les trois souches testées par (S141, S142 et S143) sont caractérisées par leurs
utilisations de D-arabinose.

1.5. Resistance aux antibiotiques « antibiogramme » :

Les résultats d’antibiogramme des souches bactériennes réalisé sur le milieu King B ont
montré une activité antibiotique variable selon les souches bactériennes (Tableau 12) (Figure
34-35).
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Tableau 12: Résultats de l’antibiogramme testés vis-à-vis de Kanamycine, ampicilline et
Imipenème comme antibiotiques.

Note : Les valeurs représentées sont en mm y compris le diamètre du disque (6mm).

Figure 34 : Représentation des résultats du test de la résistance des souches bactériennes vis-
à-vis de trois antibiotiques  Kanamycine, Ampicilline et Imipenème.

Toutes les souches testées présentent des sensibilités à la Kanamycine. Les souches S12 et
S13 se sont montrés sensible et représente des zones d’inhibition respectivement 36mm et
32mm. A l’Ampicilline c’est uniquement la souche S13 qui s’est montrée sensible. Les
souches S141, S142 et S143 montrent des sensibilités vis-à-vis de L’Imipenème avec des zones
d’inhibitions de 29, 38, et 37(mm) respectivement.

Selon des études de Zerrouki A et Kaci-Moussa F (2014) l’ensemble des souches
Pseudomonas fluorescens présente une forte sensibilité à la Kanamycine qu’a l’Ampicilline.
Ces résultats s’accordent avec ceux obtenue par Donna et al., (1972) et Saravanan et al.,
(2013).
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Figure 35 : Résultats de test antibiogramme sur les souches bactériennes S12, S13, S141, S142 et
S143 vis-à-vis de trois antibiotiques  Kanamycine, Ampicilline et Imipenème.

2. Solubilisation du phosphore par les souches bactériennes :

Après 5 jours d’incubation des souches bactériennes à 28°C, nous avons observé la
formation des halos de clarification autour des colonies bactériennes ce qui indique la
présence de substance dissolvant le phosphore, donc les souches bactériennes testées sont
capables de solubiliser les phosphates inorganiques (Figure 36- 37-38).

Selon les deux méthodes spots et suspension, nous avons remarqué une clarification très
importante à la surface de la boite de pétri. Pour le calcule de l’indice de solubilisation nous
avons pris en considération uniquement la méthode des spots.

Tous les isolats bactériens ont été capables de solubiliser le phosphate inorganique sur le
milieu PVK solide, en forment des halos de différents diamètres (Tableau 13).
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Tableau 13 : Solubilisation du phosphore on phosphore tricalcique par les six souches S11, S12,
S13, S141, S142 et S143 sur le milieu PVK solide (méthode puits).

Souche S11 S12 S13 S141 S142 S143
Diamètre
halo

12,5mm 5 mm 15 mm 12 mm 15 mm 7,5 mm

Diamètre
colonie

2,25mm 3mm 4,5mm 6mm 5mm 5,5mm

Figure 36: L’indice de solubilisation de phosphore on phosphore tricalcique sur milieu solide (PVK)
par mode spot des souches purifiées.

La meilleure souche capable de solubiliser le phosphate tricalcique est la souche S11 en
enregistrant un indice de 82% suivie par la souche S13 et souche S141 avec représentation des
indices de 70% à 50%. Le plus faible indice de solubilisation de 26,67% a été obtenu par la
souche S143.

Selon Dahdah (2015), Plusieurs microorganismes solubilisent le phosphate, dont les
Pseudomonas spp. présentent une capacité de solubilisation très élevée.

Nos résultats sont en concordance avec les résultats des travaux précédents (Gazou.,
2015). Selon cet auteur, les souches B1 et B2 de Pseudomonas fluorescens sont dotés d’une
capacité de solubiliser le phosphore inorganique variable sur le milieu PVK solide.

En effet, la disponibilité de formes solubles du phosphate dans le milieu entraine leur
association avec les acides organiques libérés, en formant des composés organo-phosphatés.
Ces derniers seraient difficiles à dégrader par les souches bactériennes de Pseudomonas
(Chaiharm et Lymyong, 2009).
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Figure 37: Solubilisation de phosphore Figure 38 : Solubilisation de phosphore
Sur le milieu (PVK), en méthode spots sur le milieu (PVK), en méthode puits

(Original., 2017). (Original., 2017).

3. Production de l’acide cyanhydrique (HCN) :

Apres incubation à 28°C pendant 5jours, nous avons remarqué que l’ensemble des
souches testées ont la capacité à produire de l’acide cyanhydrique. On a obtenue les résultats
suivants (tableau 14).

Tableau 14 : Production d’HCN par les souches bactériennes.

NB : L’estimation de l’intensité de production d’HCN est faite avec trois répétitions

- : Absence de production d’HCN
+ : Très faible production d’HCN

++: Faible production d’HCN
+++ : Moyenne production d’HCN

++++ : Forte production d’HCN

Cinq souches S11 S12 S13 S141 et S143 sont capables de produire l’HCN (HCN+). La
production est très variable d’une souche à une autre. Les souches S12 et S143 semblent être
les plus performantes en production de HCN, en virant la couleur du papier filtre vers
l’orangée et jaune foncée et à un degré moindre pour les souches S11 et S141. La plus faible
production est obtenue par la souche S13.

Souches
Tests

S11 S12 S13 S141 S142 S143

1 ++ +++ + ++ - +++
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Une différence existe entre les souches en termes d’efficacité de production de HCN,
celle-ci revient à la variabilité d’expression des gènes (hcnB et hcnC) présentés chez les
Pseudomonas producteurs. (Ramette et al., 2003). L’absence de production chez certaines
souches comme S142 serait peut être dû à la perte des gènes responsable de la biosynthèse.

La production d’HCN par les Pseudomonas est impliquée dans la suppression de
différents d’agents pathogènes. Il agit directement sur les cellules en bloquant le cytochrome
oxydase dans la chaîne respiratoire. Il contribue également à l’acquisition de certains ions
métalliques en formant des complexes avec ceux-ci (Blumer et Haas, 2000).

4. Stimulation de la germination du cèdre d’Atlas " in-vitro" :

4.1. Taux de germination :

D’âpres les résultats obtenues, l’effet de la bactérisation par les souches B1, B2 et S141 sur
le taux de la germination (Figure 39- 40- 41) est non significatif (P=0,442) (annexe N°2). Les
traitements bactérisées ont montré des taux inferieurs par apport aux traitements non
bactérisées.

Figure 39 : Germination des graines de cèdre dans une
boite de pétri (Original., 2017).

Le taux de germination le plus important de 88% a été obtenu par les graines témoins
(non bactérisées). Les traitements bactérisées par les souches B2, B1et S141 consisté
respectivement des taux de 78%, 82% et 86% (Figure 40).
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Figure 40 : Effet de la bactérisation sur le taux de  germination  de grains de cèdre Tikjda.

Egalement la bactérisation n’a pas eu un effet sur la germination de cèdre de Chrèa
(P=0,056) (annexe N°2).

Les traitements bactérisées on montré des taux de germination inferieur de 71%, 69% et
66% respectivement par les souches B1, S142 et B2 par rapport au témoin enregistrent un taux
plus élevé de 87% (Figure 41).
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Figure 41 : Effet de la bactérisation sur le taux de  germination  de grains de Chrèa.
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4.2. Vitesse de germination :

Les résultats de la cinétique de la germination après bactérisation ont montré que les
souches bactérisées tests B1, B2 et S141 n’ont pas eu d’effet sur la vitesse de germination des
graines du cèdre des deux régions étudiées (Tikjda et Chrèa).

En effet, la germination des graines témoins (non bactérisées) est plus précoce par rapport
aux graines bactérisées par les souches de Pseudomonas spp. (Figure 42-43).

La germination des graines témoins à débuté après 48h – 72h alors que les graines
bactérisées ont commencé à germer après 120h.

Figure 42 : La cinétique de germination des grains de cèdre de Tikjda cultivé

pendants 30 jours.

Figure 43 : La cinétique de germination des grains de cèdre de Chrèa cultivé

pendants 30 jours.
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D’après les résultats de notre essai, nous avons constaté que la bactérisation par les
souches bactériennes B1, B2 et S141 n’a pas d’effet significatif sur l’amélioration de la
germination de la semence du cèdre de Tikjda et celle de Chrèa.

Nos resultats sont en contradiction avec les résultats obtenus des travaux précédents,
selon les travaux de Gazou, (2016) les souches B1, B2 ont un effet très notables sur le taux de
la germination des graines du cèdre de Tikjda. De même ces souches ont un effet favorable
sur la germination ainsi que sur les paramètres morphologiques et biochimiques de la tomate
(stade plantule) (Leghima D et Imekhlef K., 2017).

En effet certaines souches de Pseudomonas peuvent stimuler significativement la
germination de graines de tomate même lorsque les conditions d’environnement ne semblent
pas défavorables (Digat et al., 1990).

Selon Kumar et al., (2012) ont montré que la plupart des espèces de Pseudomonas spp
isolées et testées ont un effet sur la promotion de la croissance des semis de sorgho.

La relation entre la protection et l’augmentation de croissance ou de rendement est très
claire lorsque la plante est confrontée à des microorganismes qui déterminent des symptômes
évidents et bien caractérisés (Fusarium oxysporum f. sp. Gaeumannomyces graminis var
tritici, Thielaviopsis basicola, etc). Ainsi il apparaît que la réduction de la gravité de la
maladie s’accompagne d’une augmentation de rendement de la culture bactérisées. Selon
Weller et Cook, (1986) ; Lemanceauet Alabouvette, (1991).

Cette variabilité dans les résultats obtenus peut être liée à des facteurs qui peuvent
influencer le pouvoir germinatif des graines, tels que des facteurs liés à la pureté variétale,
et/ou à la stabilité des caractères, et dans ce cas on aura des facteurs intrinsèques qui ne sont
pas stables, ces derniers, participent à l’activation des hormones et des enzymes qui sont
essentielles à la germination (Bove et al., 2001).

5. Activité antifongique :

Après une semaine d’incubation à 28°C sur les deux milieux King B et PDA, toutes les
souches manifestent une action inhibitrice vis-à-vis de Fusarium oxysporium f. sp.
lycopersici (F.O.L) et Fusarium oxysporum f. sp. albidinis (F.O.A) Le diamètre des colonies
mycéliennes de (F.O.A) et (F.O.L) a été réduit en présence des souches antagonistes de
Pseudomonas fluorescens, comparé au témoin non inoculé.

L’activité antagoniste vis-à-vis de deux agents pathogènes (F.O.L) et (F.O.A), varie
selon la souche bactérienne, le milieu de culture. Le calcule des moyennes entre les deux
méthodes spot et trait nous a permet l’obtention des résultats (Tableau 15-16-17) (Figure 44-
45).
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Tableau 15 : Taux d’inhibition(%) des souches bactériennes vis-à-vis de (F.O.L) et (F.O.A).

Milieu PDA KB
Souches fongiques F.O.A F.O.L F.O.A F.O.L

So
uc

he
s

S11 29,16 35,27 21,01 28,51

S12 33,56 35,69 23,14 24,06

S13 38,88 37,98 37,68 47,22

S141 33,33 41,45 38,32 45,36

S142 32,91 40,83 42,54 42,31

S143 35,05 35,48 41,38 48,14

Seules les souches qui présentent un taux d’inhibition supérieur à 20% sont considérées
comme inhibitrices.

Les meilleurs taux d’inhibition ont été obtenues par les souches S143 en enregistrent un
taux de 48,14% vis-à-vis de (F.O.L) et par la souche S141 avec un taux de 41,45% vis-à-vis
du même agent pathogène.

Sur le milieu King B, toutes les souches exercent une activité antagoniste vis-à-vis de
(F.O.L) et (F.O.A).

La plus faible activité antagoniste a été obtenue par la souche S11 vis-à-vis des deux
isolats.

L’activité inhibitrice la plus importante à été obtenue par la souche S143 (suivie par la
souche S13, S141 et S142 avec des taux respectivement 48,14% ; 47,22% ; 45,36%; 42,54%
vis-à-vis de (F.O.L).

Le taux d’inhibition le plus élevé vis-à-vis du (F.O.A) a été enregistré par la souche S142

suivie par la souche S143 avec représentation des taux 42,54% et 41,83%.

Sur le milieu PDA, l’activité antagoniste est plus représentée vis-à-vis du (F.O.L). Les
souches bactériennes S141 et S142 ont enregistré des taux d’inhibition dépassent 40% alors que
le reste des souches on présenté des taux d’inhibition puis varient de 35,27% à 37,98%.

Sur le même milieu, la souche S13 a enregistré le taux le plus élevé de 38,88% vis-à-vis de
l’isolat (F.O.A).

D’après nos résultats, nous avons remarqué que l’activité antagoniste dans toutes les
souches est plus importante vis-à-vis du (F.O.L) que vis-à-vis du (F.O.A) sur les deux milieux
de culture. Seule la souche S13 qui s’est montrée plus efficace vis-à-vis du (F.O.L) sur milieu
King B et vis-à-vis de (F.O.A) sur le milieu PDA.
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Figure 44 : Taux d’inhibition(%) des souches bactériennes contre la souche fongique (F.O.A)
et (F.O.L) sur milieu KB.

Figure 45 : Taux d’inhibition(%) des souches bactériennes contre la souche fongique (F.O.A)
et (F.O.L) sur  milieu PDA.
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Tableau 16 : Activité  antagoniste des souches sur le milieu King B vis-à-vis de (F.O.L) et
(F.O.A) (Original., 2017).

Milieu King B (K B)
Méthode Trait Spot
Souche F.O.A F.O.L F.O.A F.O.L

So
uc

he
s

S11

S12

S13

S
141

S
142

S
143
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Tableau 17 : Activité  antagoniste des souches sur le milieu PDA vis-à-vis de (F.O.L) et
(F.O.A) (Original., 2017).

Milieu La gélose dextrose à la pomme de terre (PDA)
Méthod

e Trait Spot

Souche F.O.A F.O.L F.O.A F.O.L

So
uc

he
s

S11

S12

S13

S141

S142

S143
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Egalement, l’inhibition de la croissance mycélienne est plus importante  obtenus sur
milieu King B que milieu PDA, cette activité inhibitrice sur le milieu King B, peut être
attribué à la production de sidérophores par les isolats bactériens. Selon Benchabane et al .,
(2000), sur le milieu PDA, les taux d’inhibition enregistrées sont nettement inferieurs à ceux
obtenus sur milieux King B. Cela peut être expliqué par le fait que les deux souches ne
produisent pas suffisamment de pyoverdines (pigment fluorescents) sur milieu PDA.

L’activité antagoniste in vitro dépend non seulement des espèces des isolats testés, mais
aussi de la composition du milieu de culture (Buyer et Leong, 1986).

Les différances d’intensité du pouvoir d’inhibiteur de nos souches pourraient être liées a
la nature et la quantité des substances secrétées (Mishagui et al., 1982).

On établie une corrélation entre la quantité des pigments fluorescents  et le pouvoir
antagoniste des Pseudomonas. Plusieurs types de pigments fluorescent sont motionnés dans la
littérature telles que la pyoverdine (Turfreije., 1942 ; Bossier et al., Iswandi 1986) la
fluoresnescine (King et al 2980), la Pseudobactine (Kloepper et al., 1980).

L’activité antagoniste exercée par des Pseudomonas fluorescens à l’encontre de
Pseudomonas délétères peut également être associée à la compétition pour le fer (Bakker et al,
1986a). Les Pseudomonas fluorescens sont plus aptes à mobiliser le fer que les Fusarium
(Lemanceau, 1988). Il interviennent dans l’inhibition des agents pathogène, par le phénomène
de séquestration du fer du milieu par les sidérophores (Kloepper et al., 1980 ; Meyer et al.,
1987 ; Loper et al., 1991).

Sur le PDA, nous avons remarqué une activité antagoniste assez appréciable qui peut être
expliqué par la production d’autres substances telles que la production d’HCN.

Selon plusieurs auteurs les activités antagonistes peuvent être attribuées à la synthèse
d’antibiotique et d’autre types de métabolites secondaires à effets d’antibiose (Digat et
Gardan, 1987, Lemanceeau, 1988, Van et Bakker, 2003).
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Les travaux d’une essence d’isolement effectuées a partir de la rhizosphère forestière
« le cèdre » de la région de Tikjda. En se basant sur les caractères culturaux, biochimiques et
physiologiques. Les souches bactériennes isolées présentent les caractéristiques de groupe
Pseudomonas spp. Fluorescents.

La solubilisation du phosphore inorganique à été mise en évidence par les souches
bactériennes isolés, la meilleure capacité de solubilisation le phosphore organique manifesté
par la souche S11 en enregistrant un taux d’indice de 82%.

Toutes les souches S11, S12, S13, S141 et S143 sont capables de produire le cyanure
d’hydrogène (HCN). Donc ces souches on a eu le pouvoir cyanogénique.

La mobilisation du phosphore inorganique a été obtenue par les six souches
bactériennes. La meilleure capacité a solubilisé le phosphore inorganique manifesté par la
souche S11.

A l’exception de la souche S142 toutes les souches bactériennes S11 S12 S13 S141 et S143

sont capables de produire le cyanure d'hydrogène (HCN). Donc ces souches on eux le pouvoir
cyanogénique.

Consternant l’essai de la biostimulation, nous avons remarqué que les souches
bactériennes testées B1, B2 et S141 n’ont pas d’effet significatif sur la stimulation de la
germination des graines du cèdre de Tikjda et Chrèa. Nous avons constaté que nos résultats
sont en contradiction avec les travaux déjà réalisées avec les mêmes souches B1 et B1sur le
cèdre (Gzaou., 2016), sur la tomate (Leghima et Imhlef., 2017) et même sur des légumineuses
(Chaou., 2017) où ces souches bactériennes ont montré un effet remarquable sur la
germination et sur la croissance d’une manière générale.

II apparaît clairement que l’un des problèmes majeurs liés à l’utilisation des
Pseudomonas spp Fluorescents est le manque de reproductibilité dans le temps et dans
l’espace des effets bénéfiques enregistrés (Weller, 1988). Afin d’améliorer l’efficacité de la
bactérisation, il est nécessaire de comprendre les mécanismes responsables des effets
bénéfiques. Deux types de mécanismes se dégagent de l’ensemble des travaux publiés : l’un
concerne la modification des équilibres microbiens, l’autre la modification du métabolisme et
de la physiologie de la plante.

Pour l’activité antifongique des souches bactériennes isolées, nous avons remarqué
que l’activité inhibitrice la plus importante a été obtenue sur le milieu King B.

Les souches bactériennes se sont montrées plus efficaces vis-à-vis du Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici (FOL) que vis-à-vis de Fusarium oxysporum f. sp. albedinis
(FOA).

D’après les résultats obtenue et indépendante du milieu de culture, ou pourra conclue
que les souches S13 et S143 ont des potentialités inhibitrice très importante en enregistrant de
taux d’inhibitions de 35 à 48%.
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Cette activité antagoniste des souches bactériennes sur milieu King B et PDA peut être
liée à la capacité de ses souches à produire les sidérophores et d’autres composées à l’effet
d’antibiose.

Vu les capacités inhibitrices des deux isolats fongiques par les souches bactériennes
isolées, il est souhaitable d’effectuer d’autres testes complémentaires a fin de pouvoir
identifier ces isolats bactériens d’une manière exacte.

De réaliser des expérimentations de conformation Pathogène-Antagoniste in-vitro dans
des conditions contrôlés et non contrôlés.
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Annexe N°1

Milieux de culture

1-Milieux de King B « KB » (King et al., 1954) :

 Peptone ...................................................................................................... 20g
 Glycérol ..................................................................................................... 15g
 K2 HPO4 ...................................................................................................1,5g
 Mg SO4 .....................................................................................................1,5g
 Agar agar ................................................................................................... 15g
 Eau destillée q.s.q ............................................................................…1000ml

Ajuster à un pH=7,2. Autoclavage à 120°C pendant 20mn.

2-Milieux de King A « KA » (King et al., 1954) :

 Peptone ...................................................................................................... 20g
 Glycérol ..................................................................................................... 15g
 K2 HPO4 ...................................................................................................1,5g
 Mg SO4 .....................................................................................................1,5g
 Eau destillée q.s.q ............................................................................…1000ml

Ajuster à un pH=7,2. Autoclavage à 120°C pendant 20mn.

3-Potatos Dextrose Agar « PDA » (Jonsthon et booth., 1954) :

 Pomme de terre ....................................................................................... ..200g
 Dextrose...................................................................................................... 20g
 Agar agar .................................................................................................... 20g
 Eau destillée q.s.q .............................................................................…1000ml

Ajuster à un pH=6,8. Autoclavage à 120°C pendant 20mn.

4-Milieu Levane (Gardan et Luisetti., 1981) :

 Nutriment agar........................................................................................... 23g
 D gkucose ..................................................................................................2,5g
 Sucre de tabe.............................................................................................. 50g
 Eau destillée q.s.q ............................................................................…1000ml

Ajuster à un pH=7. Autoclavage à 120°C pendant 20mn.

5-Milieu Gélatine (Garde et Luisetti., 1981) :

 Extrait de levure.......................................................................................... 3g
 Batériopeptone............................................................................................ 5g
 Gélatine.................................................................................................. .120g
 Eau destillée q.s.q ...............................................................................1000ml

Ajuster à un pH=7. Autoclavage à 120°C pendant 20mn.
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6-Milieu de Clark et Lubs (Marchal et Bourdon., 1982) :

 Peptone trypsique ou polyleptone.......................................... ………..5 à 7 g
 Glucose.......................................................................................................5g
 Phosphate bipotassique (K2Po4)............................................................... 5g
 Eau distillée q.s q................................................................................1000ml

Ajuster à un pH = 7.2

7- Milieu Citrate de Simmons ( Gardan et  Luisetti., 1981) :

 Sulfate de magnésium (MgSo4) 0.2 g
 Ammonium dihydrogeno phosphate .........................................................1g
 Phosphate dipotassique..............................................................................1g
 Citrate de Sodium......................................................................................2g
 Chlorure de Sodium (NaCl).......................................................................5g
 Bleu de bromothymol .........................................................................0.08 g
 Agar ........................................................................................................20g
 Eau distillée q. s.q............................................................................. 1000ml

Ajustez à un pH = 6.6 ±0.1

8-Gélose nutritive « GN » (Garden et Luisetti., 1981) :

 Extrait de levure ........................................................................................2g
 Peptone ......................................................................................................5g
 Extrait de viande........................................................................................1g
 NaCl...........................................................................................................5g
 Glucose......................................................................................................5g
 Agar agar .................................................................................................20g
 Eau distillé q.s.q ............................................................................... 1000ml

Ajuster à un pH=6.8.Autoclavage 120°C pendant 20mn.

8- Milieu triple sugar iron « TSI » (Garden et Luisetti., 1981) :

 Peptone ....................................................................................................20g
 Extrait de viande........................................................................................3g
 Extrait de levure ........................................................................................3g
 Chlorure de sodium ...................................................................................5g
 Citrate ferrique........................................................................................ 0.3g
 Thiosulfate de sodium ............................................................................ 0.3g
 Lactose.................................................................................................... .10g
 Saccharose ................................................................................................10g
 Glucose......................................................................................................1g
 Rouge de phénol ..................................................................................... 0, 5g
 Agar ...........................................................................................................12g

Ajuster à pH=7,4.
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9-Le milieu de Möeller (Möeller., 1955) :
 Extrait de levure ........................................................................................ 3g
 L-arginine (mono-chlorhydrate)................................................................ 5g
 Glucose...................................................................................................... 1g
 Bromocrésol pourpre.........................................................................0,16 mg
 Chlorure de sodium...................................................................................5 g
 ph= 6,8

Stérilisé à 110 °C pendant 10 min.

10-Millieu Pikovskaya « PVK » ( Pikovskaya., 1984) :
 Gelose...................................................................................................... 10g
 Extrait de viande.....................................................................................0, 5g
 Phosphate calcium..................................................................................... 5g
 Sulphate Magnesium(NH4)2SO4...................................................................................................... 5g
 Potassium chloride (KCI) ....................................................................... 0,2g
 Sulfate Magnesium (MgSO4, 7H2O)..................................................... 0,1g
 Sulfate Manganese.............................................................................0,0001g
 Sulfphate Ferrous...............................................................................0,0001g
 Agar agar ..................................................................................................15g

Ajuster à un pH=7,4. Autoclavage à 120°C pendant 20mn.

11-API AUX Medium 7ml
 Sulfate d’ammonium ................................................................................. 2g
 Agar ........................................................................................................ 1,5g
 Solution de vitamines .............................................................................. 10g
 Phosphate monosodique ........................................................................6,24g
 Chlorure de potassium.............................................................................1,5g
 Eau déminéralisée q.s.q ......................................................................1000ml

pH final : 7,0 – 7,2
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