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Résumé

Les pesticides sont utilisés dans la lutte contre les organismes nuisibles. Le cuivre est le
principal élément chimique actif des pesticides et son utilisation quotidienne peut favoriser
I’apparition de résistance, chez la population microbienne, qui se traduit par plusieurs
mecanismes.

Ce travail, a pour objectif d’isolement et de caractérisation morphologique et
biochimique des bactéries a partir de la rhizosphere d’une plante graminée (I’orge des rat ;
Hordeum murinum) de la région d’Oued El Kheir et de Sidi Lakhdar au willaya de
Mostaganem . Quarante bactéries ont été isolées, dont 29 apparentant au genre
Pseudomonas ont été soumises a un test de résistance au cuivre,

Ces bactéries ont été testées a différentes doses (0,50; 1,2;25;3;3,5;4;45¢et5
mM) de sulfates de cuivre (CuSO4, 5H,0), montrant une résistance au cuivre surtout pour
les isolats K et 14.

La Determination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) de sulfate de cuivre
vis-a-vis les isolats les plus performantes indiqueque les deux bactéries de Pseudomonas
fluorescent (k et 14) sont inhibées par la concentration de 1,6 mM.

La mise en évidence de I’effet de sulfate de cuivre sur la croissance des deux espéces
de Pseudomonas fluorescent isolées dans les deux milieu different (King B et BN) montre que
le cuivre a un effet ralentisseur de croissace,

L’identification par les galeries biochimiques APl 20 NE, montre que les deux isolats

se rapproches au Pseudomonas fluorescens.

Mots clé : Pseudomonas fluorescen, résistance, CMI, rhizosphére.



Abstract

Pesticides are used in the fight against pests. Copper is the main active chemical
component of pesticides and its daily use can promote the emergence of resistance in the

microbial population, which results in several mechanisms.

This work aims to isolate and characterize morphological and biochemical bacteria
from the rhizosphere of a grass plant (rat barley, Hordeum murinum) in the region of Oued El
Kheir and Sidi Lakhdar. Forty bacteria were isolated, of which 29 Pseudomonas-like species

were subjected to a copper resistance test,

These bacteria were tested at different doses (0.50, 1.2, 2.5, 3, 3.5, 4, 4.5 and 5 mM) of
copper sulphates (CuSO4, 5H20), showing resistance to copper especially for isolates K and
14,

The determination of the minimum inhibitory concentration (MIC) of copper sulphate
with respect to the best performing isolates indicates that the two fluorescent Pseudomonas
bacteria (k and 14) are inhibited by the concentration of 1.6 mM.

Evidence of the effect of copper sulphate on the growth of the two species of
fluorescent Pseudomonas isolated in the two different medium (King B and BN) shows that

copper has a cross-hair retarder effect,

The identification by the API 20 NE biochemical galleries shows that the two isolates

are close to Pseudomonas fluorescens.

Key words: fluorescent pseudomonas, resistance, MIC, rhizosphere.
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Introduction

Introduction

La lutte contre les organismes nuisibles aux cultures, a certainement été de tous le
temps une préoccupation des agriculteurs. Le traitement des cultures s’effectue en utilisant
des insecticides, des fongicides, des herbicides, regroupeés sous le nom de pesticides (Calvet et
al., 2005).

Le cuivre est le principal élément chimique actif des pesticides. Il est présent dans la
nature sous forme libre ou lié (Cu20 et Cu2CO3(OH) 2). C’est un bactéricide le plus répondu
en agriculture, c’est un oligoélément nécessaire au bon fonctionnement de certaines enzymes

dans I’organisme.

L’utilisation fréquente des pesticides dans I’agriculture, notamment ceux qui
contiennent du cuivre a un impact sur les microorganismes bénéfiques pour la plante tel que,
les Pseudomonas qui jouent un réle primordial dans le biocontrdle et la stimulation de la
croissance végetale (ferret, 2012).

Les applications successives des pesticides et sans alternance, peuvent favoriser
I’apparition de résistance chez les populations microbiennes, qui se traduit par plusieurs
mécanismes notamment, I’exclusion par perméabilit¢ membranaire, I’efflux actif, la
séquestration intracellulaire, la détoxification enzymatique et la réduction de la sensibilité des

cibles cellulaires.

Cependant, les Pseudomonas fluorescents ayant ces mémes propriétés, ont été choisis
pour réaliser ce travail qui se résume dans I’étude de I’effet du cuivre sur la croissance de ce

groupe bactérien.
Pour effectuer cette étude nous avons réalisé les étapes suivantes :

- Isolement des Pseudomonas fluorescents a partir du sol rhizosphérique.

- Mise en évidence du test de la résistance des Pseudomonas fluorescents au cuivre.

- Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) du cuivre vis-a-vis les
isolats testés

- Mise en évidence de I’effet du cuivre sur la croissance des deux espéces de Pseudomonas
fluorescent les plus résistantes.

- Identification des deux especes par des galeries biochimiques API 20 NE.
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Chapitre I : Généralités sur les pesticides

1.1 Définition des pesticides

La multiplicité des expressions qui définissent les produits phytosanitaires traduit
I’évolution des usages qui leur ont été atribué. Ils ont été appelés successivement ou
simultanément ; produit a usage anti parasitaires, produits de protection des plantes, produits
agrosanitaires et produit agro pharmaceutique. Aujourd’huit, le terme consacré dans I’union
Européene est celui de produits phytopharmaceutiques. Mais le terme le plus utilisé dans le
langage courant est le mot pesticide (Regnault et Roger, 2014).

Le mot « pesticide » est un terme générique, derivé des termes latin « caedere » (tuer)
et « pestis » (fléau), intégré a la langue anglaise dés 1940, puis a la langue francaise a la fin de
1950. 1l fait aujourd’hui partie du vocabulaire courant et est défini par le petit Robert (2012)
comme un produit chimique employé contre les parasites animaux et végetaux des cultures.

Ce terme utilisé aussi bien dans le langage courant que scientifique (Baldi et al., 2012).
L’organisation des nations unies pour l'alimentation et l'agriculture FAO (2002), définit le
terme «pesticide» comme toute substance ou association de substance qui est destinée a
repousser, détruire ou combattre les ravageurs (y compris les vecteur de maladies humaines ou
animales) et les espéces indisérables de plantes ou d’animaux. Le terme inclut les substances
destinées a étre utilisées comme régulateur de croissance des plante, défoliant, agent de
dessiccation, agent d’éclaircissage des fruits ou pour empecher la chute prématurée de ceux-ci,
ainsi que les substances apliquées sur les cultures, avant ou apres la récolte, pour protéger les

produits contre la détériration durant I’entreposage et le transport ( Baldi et al., 2012).

1.2. Classification des pesticides
Il existe trois fagons de classement des pesticides ; par leur usages, par les organismes
vivant visés et par leur caractéristiques chimiques. Les trois modes sont utiles mais ne répondent

pas aux mémes préoccupations (Calvet et al., 2005).

1.2.1. Classification chimique

1.2.1.1. Pesticides inorganiques

Ils sont peu nombreux mais certains sont utilisés en tres grandes quantité comme le
soufre et le cuivre. Ce sont aussi des pesticides trés anciens dont I’emploi est apparu bien avant
les débuts de la chimie organique de synthése. 1l n’existe plus d’insecticides inorganiques sauf
un seul herbicide qui est encore employé aujourd’hui comme désherbant total (le chlorate de

sodium). Les principaux pesticides inorganiques sont des fongicides a base de soufre et de

2
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cuivre sous diverses formes, dont une des plus utilisées est la bouillie bordelaise ([Cu(OH) 2]
x, CaSO4) employée pour traiter la vigne, les arbres fruitiers, la pomme de terre et de
nombreuses cultures maraicheres (Calvet et al., 2005).

1.2.1.2. Pesticides organo-métaliques

Ce sont des fongicides dont la molécule est constituée d’un métal tel que le zinc ou le
manganése et d’un anion organique dithiocarbamate. Deux exemples de ces pesticides sont les

mancozebe (avec le zinc) et le manébe (avec le manganése) (Calvet et al., 2005).

1.2.1.3. Pesticides organiques
Ils sont nombreux et appartiennent au diverses familles chimiques. On les appelle selon
leur famille chimique, ou classe chimique suivant le manual des pesticides (1995), et c’est

I’ensemble des molécules dérivées d’un groupe d’atomes qui constituent une structure de base.

1.2.2. Classification biologique
Selon les organismes vivant visés, il existe plusieurs catégories de pesticides dont les

principales sont :

- Les herbicides, pour lutter contre les adventices ou mauvaises herbes,

- Les fongicides, pour lutter contre les champignons et les moisissures,

- Les insecticides et acaricides, pour lutter contre les insectes et les acariens (Calvet et al.,
2005).

D’autres catégories comme les nématicides pour lutter contre les nématodes ravageurs
des cultures sont de moindre importance en termes de volumes de vente et également en nombre

de substance (Regnault et Roger, 2014).

1.2.3. Classification selon I’usage

a. Pesticides des cultures : ce sont les pesticides utilisés en agriculture pour maintenir un bon
état sanitaire des sols et des végétaux, principalement des insecticides-acaricides, des
fongicides et des herbicides.

b. Pesticides des batiments d’élevage : il s’agit surtout d’insecticides et de bactéricides.

c. Pesticides des locaux de stockage des produits végétaux, ce sont des insecticides et des

fongicides.
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d. Pesticides des zones non agricoles : il s’agit principalement d’herbicides utilisés pour
désherber les voies de circulation routiére et ferrées, les aires d’aéroport et les aires
industrielles.

e. Pesticides des batiments d’habitation : ce sont des insecticides, des rodenticides, des
bactéricides et des fongicides.

f. Pesticides de I’homme et les animaux : il s’agit d’insecticides et de fongicides utilisés

pour I’hygiene humaine et vétérinaire (Calvet et al., 2005).

1.3. Impacts des pesticides

L utilisation accrue des différents types de pesticides dans le monde moderne, a conduit
a beaucoup plus de risques de contaminations environnementales graves résultants de leurs
utilisations. L’utilisation des pesticides souléve un certain nombre de préoccupations
environnementales, y compris les risques pour la santé humaine et animale. Les aliments
contaminés par des pesticides toxiques sont associes a de graves effets sur la santé humaine,

car ils constituent la nécessité fondamentale aux fonctions primordiales a la vie humaine.

Plus de 98% des insecticides pulvérisés et 95% des herbicides, atteignent une
destination autre que leurs espéces ciblées, y compris les espéces non ciblées ; I’air, I’eau et le
sol. La toxicité des pesticides peut résulter de I’ingestion, de I’inhalation ou de I’absorption
cutanée (Maksymiv, 2015).

1.3.1. Impact des pesticides sur la santé humaine

Les pesticides comprennent des douzaines de familles chimiques, avec des centaines
d'ingrédients actifs, des milliers de formulations différentes et de nombreux effets indésirables
connus ou soupgonnés sur la santé. En plus des ingrédients actifs, les pesticides contiennent
également des composés chimiques connus sous le nom de « inertes » tels que les solvants, les
surfactants et les conservateurs, qui peuvent avoir des effets toxiques sur la santé humaine (Blair
etal., 2014).

En principe tous les pesticides sont toxiques, mais leur degré de toxicité varie d’un
produit & I’autre. Certaines études identifient une association positive entre I’exposition aux
pesticides et la leucémie, le cancer du cerveau, le cancer de la prostate, le cancer du foie, le
cancer pancréatique (Juc, 2008). D’autres recherches ont montré une morbidité et une mortalité
significatives dans le monde entier a cause de la leucémie, les lymphomes, les sarcomes des
tissus mous et les cancers du cerveau, des os et de l'estomac chez les agriculteurs, les

pulvérisateurs et les travailleurs de la production des pesticides (Bolognesi et Merlo, 2011).
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1.3.2. Impact sur I’environnement
1.3.2.1. Eau

Comme il ne peut y avoir de vie sans l'eau, la présence des pesticides dans cette
composante essentielle de tout étre vivant est donc une préoccupation majeure. Il est parfois
nécessaire de faire des applications directes des pesticides dans I’eau pour luter contre la
présence de larves de moustiques ou autre vecteurs et contre les mollusques. Cet usage

contribue directement a la contamination de I’eau (Lund berg et al., 1995).

A la surface des océans se trouve une mince couche de substances huileuse dans laquelle
proliférent des bactéries, des algues, des protozoaires, des ceufs de poissons et d’invertéebres
marins. Les organochlorés ont tendance a s’accumuler dans cette zone, créant d’une part, des
conditions toxiques pour tous les organismes qui y vivent, et d’autre part, contribuant aux
conditions d’accumulation dans les chaines trophiques. Les eaux de surface sont rarement
polluées par un seul produit chimique, la pollution qui varie d’une zone a I’autre résulte en
géneral de I’action conjuguée de divers produits chimiques. Ces produits peuvent interagir et
leurs effets toxiques peuvent étre cumulatifs ou synergiques. Il faut par conséquent, tenir
compte de cet aspect complexe lors de I’évaluation du risque de contamination des eaux de

surfaces par des pesticides (Lund berg et al., 1995).

1.3.2.2. Air

L air peut facilement étre contaminé lors des opérations de pulvérisation. L’évaporation
des goulettes pendant la pulverisation d’émulsions peut provoquer la formation de particules
microscopiques susceptibles d’étre entrainées fort loin par les courants aériens. Selon Edwards
(1986), il ne semble pas que I’exposition aux pesticides présents dans I’atmosphere entraine de
grave danger pour I’hnomme, sauf lorsque les pesticides sont utilisés dans un local fermé et non
ventilé (OMS, 1991).

1.3.2.3. Sol

L'utilisation de pesticides au cours des années a permis d'augmenter les rendements des
cultures et la production alimentaire. Cependant, I'utilisation intensive des pesticides entraine
certains problémes environnementaux tels que la contamination des sols. Lorsque des pesticides
sont appliqués pour détruire les ravageurs et les agents pathogenes, seulement 15% de la

quantité appliquée atteint la cible, les 85% restants étant distribués dans les sols et l'air.
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Les résidus de pesticides dans le sol peuvent se deplacer a partir de la surface lorsqu'ils
se dissolvent dans les eaux de ruissellement, ou s'infiltrent dans le sol et finissent par atteindre

les eaux souterraines (Erhunmwunse et al., 2012).

1.4. Le cuivre
Le cuivre est présent dans la croute terrestre a des concentrations comprises entre 25 et
75 mg/Kg, en moyenne 55 mg/Kg. Son modele de I’abondance dans les roches montre la

tendance a la concentration dans les roches ignées volcaniques et dans les sédiments argileux.

Le cuivre révéle une forte affinité pour le soufre, d’ou ses principaux minéraux sont la
chalcopyrite, CuFeS; ; bornite, CuFeSs : chalcocite, CuS: ; et covellite, CuS. Au cours de
I’altération des sulfures de cuivre, Cu est incorporé dans I’oxyde et le carbonate de minéraux
dans la cuprite, Cu20 ; tenarite, CuO ; malachite, Cu2CO3 (OH)2 ; et I’azurite, Cu(CO3)2 (OH)2
sont les plus communs. Le cuivre est souvent associée a la sphalérite, ZnS ; pyrite, FeS ; etala
galéne, PbS. Ses minerais sont généralement trouvés dans des roches ignées acides et divers

dépbts sédimentaire (Hemeier, 2014).

Le cuivre est connu, extrait et utilisé par les humains depuis plus de 5.000 ans. C’est
probablement le deuxieme élément le plus important, apres le fer, en ce qui concerne son utilité
pour les humains. Les tuyaux de cuivre sont trés répandus en plomberie, particulierement pour
les systéemes d’alimentation en eau domestique. Le cuivre est utilisé pour la production de fil
électrique et dans la fabrication d’alliages comme le laiton et le bronze. Il est aussi employé
pour I’électro-placage, en photographie, pour les toitures, comme catalyseur dans I’industrie
chimique et pour I’élimination des mercaptans dans le raffinage du pétrole. Le cuivre est
beaucoup utilisé dans les préparations de pesticides comme fongicide et comme agent
antimicrobien, en particulier pour le traitement du bois et des sources d’approvisionnement en

eau potable et en eau destinée a des fins récréatives (Massy et al., 1973).

Le cuivre peut se présenter sous forme de métal, sous deux états d’oxydation : le cuivre
() et le cuivre (I1). 1l existe également une forme instable du cuivre (I11). En solution aqueuse,
le cuivre se trouve surtout sous la forme de I’ion cuivre (1), selon le pH, la température, la
présence de bicarbonate et de sulfure et la possibilité de former des ligands avec des espéces
organiques comme les acides humiques, fulviqgues et aminés, certains

polypeptides et des détergents (Perta, 2005).
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1.5. Toxicité du cuivre

Le cuivre (Cu?") est un oligo-élément essentiel qui est vital pour la santé physique et
mentale de I’homme. Mais en raison de la présence répandue de cuivre dans nos aliments, les
tuyaux d'eau chaude, les comprimés de carences nutritionnelles et les pilules contraceptives

augmentent les risques de toxicité de cet élément (Ashish et al., 2013).

Le cuivre est un métal essentiel pour la croissance et le développement des plantes, bien

qu'il soit également potentiellement toxique.

Au niveau cellulaire, le cuivre joue un rble essentiel dans la signalisation des
mécanismes de transcription des protéines, la phosphorylation oxydative et la mobilisation du
fer. Cependant, a des concentrations élevées, la toxicité peut résulter I’inhibition d’activite
enzymatique ou la fonction des protéines, I’induction d'une déficience des autres ions essentiels,

et I’altération du processus de transport cellulaire (Yruela, 2005).

1.5.1. Impacte du cuivre sur la plante

Le cuivre est essentiel pour la croissance des plantes et leurs processus métaboliques
normaux, dont la formation de chlorophylle. Les plantes peuvent accumuler des quantités
excessives de cuivre. Une accumulation peut entrainer une réduction du rendement des cultures,
ainsi que des risques pour la santé des animaux et des humains. Dans le sol, une accumulation
excessive de cuivre pourrait nuire a la microfaune et a la flore, inhibant ainsi les activités
microbiennes bénéfiques a la croissance des plantes. La toxicité du cuivre chez les plantes
ressemble aux symptdmes decrits pendant la carence, c'est-a-dire le jaunissement du feuillage,
la coloration anormalement foncée des radicelles et la croissance rabougrie. Les concentrations
de cuivre entre 5 et 20 mg/kg dans les tissus végétaux sont adéquates pour une croissance
normale, tandis que les concentrations inférieures a 4 mg/kg sont considérées comme
déficientes. Au-dela du seuil de toxicité supérieure a 20 mg/kg, le cuivre peut étre phytotoxique
(Oskarsson et Norrgren, 1998).

Les concentrations de cuivre dans les cellules doivent étre maintenues a des niveaux bas
car cet élément est extrémement toxique en raison de ses propriétés redox élevées. La teneur
moyenne en cuivre dans le tissu végétal est de 10 pug.g™ de poids sec, La concentration critique
de cuivre libre dans les milieux nutritifs, varie de 10* & 10® M. Les plantes trouvent

géneralement un apport variable de cuivre dans le sol puisque les concentrations de sol varient
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généralement de 10 & 10° M, mais les plantes peuvent encore avoir besoin de solubiliser et de

réduire ce métal (Yruela, 2005).

Chez des especes des plantes sensibles comme le riz, le pourcentage de germination est
affecté négativement et il n’y a plus que 20 % de germination pour une contamination de 2mM
Cu.

1.5.2. Impact du cuivre sur I’eau

Le seuil de tolérance en cuivre dans I’eau ne peut pas étre solidement établi, mais il est
recommandé généralement 1 a 2 mg/L. Les organismes aquatiques, surtout certaines especes
de crustacés, montrent la plus grande sensibilité a la toxicité par le cuivre. Les effets sur les
poissons peuvent devenir significatifs a des teneurs aussi petites que 0.01 mg/L. L'apport de
cuivre provenant des préparations pour nourrissons dépend fortement de la concentration de
cuivre dans I'eau potable. Par exemple, la concentration de cuivre dans les préparations pour
nourrissons sans apport d'eau du robinet était de 0,04 mg/L. Cependant, des effets gastro-
intestinaux (& savoir ; nausées, vomissements, diarrhée et douleurs abdominales) ont été
rapportés apres exposition a des concentrations élevées de cuivre dans I'eau potable (Oskarsson
et Norrgren, 1998).

La complication par des ligands organiques maintient des concentrations en ions
Cu?* libres aussi faibles que 10 a 13,5 M dans les eaux de surface cotieres et océaniques,
Plusieurs études montrent que des concentrations de cuivre libre dans I’intervalle de 10° a
102 M peuvent provoquer une inhibition de la croissance et un stress métabolique dans le

phytoplancton estuarien, les cyanobactéries (Aydin et Tatlidil, 2014).

Une valeur indicative provisoire de 31,48 umol/l (2 mg/mol) comme limite pour la
concentration de cuivre dans I'eau potable a éte proposée par I'Organisation mondiale de la santé
(OMS) comme étant sdre, qui a déclaré également que pas plus de 10% de I'apport en cuivre
devrait provenir dans I'eau potable (Olivars et al., 1998).

1.5.3. Impact du cuivre Sur la santé humaine

Le principal effet de la toxicité du cuivre est supporté dans I'ordre par les erythrocytes,
le foie puis les reins. L'hémolyse intra vasculaire apparait 12 a 24 heures apres I'ingestion de
sulfate de cuivre. L'anémie hémolytique est causée par manque des hématies soit directement
par endommagement de la membrane ou indirectement suite a une inactivation des enzymes (y

compris la glutathion réductase) qui protegent contre le stress oxydatif. Les ions de cuivre
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peuvent oxyder le fer de I'némisphére pour former de la méthémoglobine. Ce sang perd sa
capacité de transport d'oxygene. Dont une cyanose clinique et du sang brun chocolat peuvent
étre observés. Les patients avec cyanose montrent au moins 1/3 du sang a étre la
méthémoglobine (Ashish et al., 2013).



CHAPITRE I

Généralités sur PGPR
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Chapitre 11. Généralites sur les PGPR (Plant growth-promoting

rhizobacteria).

I1.1. Interactions rhizosphére-bactérie

Le sol ne constitue pas un environnement homogene, mais une mosaique d’habitats
pour des populations  microbiennes dont la  rhizosphére  représente  un

compartiment d’intérét majeur (Marilley et al., 2007).

La rhizosphere est un environnement ou se passent des interactions entre les exsudats
racinaires et les microorganismes. Le terme ‘“rhizosphere” tire son origine
du grec « rhizo » ou « rhiza » signifiant “racine” et “sphere”, le champ d'action ou d'influence.

Hiltner (1904) a décrit la rhizosphére comme le lieu des activités microbiennes autour
des racines des Iégumineuses (Rabhi, 2011). Elle a été définie comme une étroite zone de sol
qui est influencée par des racines vivantes (Shekhar Nautiyal, 2008).

Cette zone d’interaction s’étend de quelques micrometres a plus de 2 mm en dehors de
la surface racinaire. De méme, la densité des bactéries est plus élevée dans
la rhizosphere que dans le sol distant des racines, il s’agit de « I’effet rhizosphere ». Dans la
rhizosphere « sensu stricto », existe ; I’endorhizospheére (intérieur de la racine), le rhizoplan
(surface racinaire) et I’exorhizosphere ou le sol rhizospherique (sol lié & la racine par opposition
au sol distant) (Rabhi, 2011).

Dans le sol, I"activité microbienne est intense, en particulier dans la zone sous
I"influence des racines, la rhizosphere qui contient plus d"un million de microorganismes par
gramme de sol, les micro-organismes trouvent en effet dans ce milieu des substrats énergétiques
libérés par les racines, sont nécessaires a leur métabolisme (sucres, acides aminés, acides
organiques, hormones...). Certains de ces micro-organismes, principalement des bactéries, sont
capables de coloniser efficacement les systémes racinaires et influencent de maniére bénéfique
la plante en stimulant sa croissance et/ou en la protégeant contre des infections par des agents
phytopathogénes. Ces bactéries de la rhizosphére sont alors reprises sous le terme PGPR (Plant
Growth-Promoting Rhizobacteria) (Adam, 2008).

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

10
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Stanzin et al., 2017). Chez certaines espéces de PGPR, la promotion de la croissance des plantes
domine avec la fixation de l'azote, la solubilisation du phosphate et la production de
phytohormones telles des auxines dont I’acide indole acétique (AlA), des cytokinines et des
gibbérellines. En outre, les sidérophores chélatant le fer, les antibiotiques et les cyanures
d'’hydrogéne, sont également susceptibles d'étre produites par des souches de PGPR
(Bhattacharyya et Dhruva, 2012).

De facon générale, les PGPR augmentent la surface d’échange par un développement
global du systeme racinaire. Plus précisément, elles stimulent I’élongation des poils racinaires,
augmentent le nombre et la taille des racines secondaires, mais peuvent réduire la taille de la

racine primaire (Bresson, 2013).

I1.2. RGles des PGPR
11.2.1. Phytostimulation (effet direct)
11.2.1.1. Fixation d’azote

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

en croissance (Muness, 2013).

Le processus de la fixation biologique d’azote par des interactions symbiotique ou non
symbiotique entre le microbe et les plantes reléve uniqguement du domaine procaryotes grace a
la nitrogénase, une enzyme catalysant la réduction de I’azote atmosphérique en ammoniac
(Rabhi, 2011 ; Sushanto et al., 2017).

Les bactéries fixatrices d’azote associées a la rhizosphere sont de plus en plus utilisées
dans les cultures non légumineuses comme la betterave sucriére, la canne a sucre, le riz, le mais,
et le blé. Parmi les bactéries non-symbiotiques fixatrices de I’azote les plus importantes
appartiennent a  plusieurs  bactéries ;  Azoarcus  sp.,  Gluconacetobacter
diazotrophicus, Herbaspirillium sp., Azotobacter sp., Achromobacter,
Acetobacter, Alcaligenes, Arthrobacter, Azospirillum, Azomonas, Bacillus, Beijerinckia,
Clostridium, Corynebacterium, Derxia, Enterobacter, Klebsiella, Pseudomonas Rhodospirillu
m, Rhodopseudomonas et Xanthobacter (Cherif, 2014).

11
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11.2.1.2. Solubilisation de phosphate

Le phosphore (P), deuxiéme élement nutritif important pour la croissance des plantes
apres l'azote, est abondamment disponible dans les sols sous forme inorganique et organique.
Le P insoluble est présent sous la forme d'un minéral inorganique tel que I'apatite ou sous forme
de plusieurs formes organiques comprenant I'inositol phosphate, les phosphomonesters et les
phosphotriesters. Pour surmonter la carence en P dans les sols, il existe des applications

fréquentes d'engrais phosphatés dans les champs agricoles (Munees, 2013).

Le principal mécanisme de solubilisation des phosphates est la production d’acides
organiques. L’acide gluconique et I’acide-2-cétogluconique sont les plus fréquemment
rencontrés. L’acide glycolique, I’acide oxalique, I’acide malonique et I’acide succinique, ont
également été identifiés.

Certaines souches sont capables de produire en plus ces derniers d’acides lactique,
I’acide isovalérique, I’acide isobutyrique et I’acide acétique. La libération de ces acides
mobilisant le phosphore par I'intermédiaire d’interactions ioniques avec les cations du sel de
phosphate conduit a I'acidification des cellules microbiennes et de leur environnement et par
conséquent la libération du phosphate sous forme ionique. La libération des groupements
phosphates liés a la matiére organique est assurée par I’action des phosphatases.

Parmi les communautés bactériennes du sol, les genres ; Bacillus, Enterobacter,
Erwinia et Pseudomonas spp. B. megaterium, B.polymyxa, B.circulans, B.coagulans, B.subtilis,
B.sircalmous sont les plus performantes dans la solubilisation des phosphates (Cherif, 2014).

Pseudomonas spp. liberent dans le sol I'enzyme phytase. Cette enzyme est responsable
de la libération du phosphate, tel que I’inositol hexaphosphate. Dans des essais pratiqués au
Québec en champ ouvert, I’inoculation des Pseudomonas a généré une augmentation du
rendement du champ de mais étudié. Dans un autre essai, cette méme rhizobactérie a permis

une augmentation du rendement des cultures de laitue de 18 % (Benmati, 2014).

12
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11.2.1.3. Production de sidérophores

Les sidérophores sont de petites molécules organiques produites par des
microorganismes dans des conditions limitant le fer pour améliorer la capacité d’absorption.

Les recherches sur les sidérophores ont attiré beaucoup d'attention au cours des 10
derniéres années en raison de leurs caractéristiques uniques d'extraction des ions de fer.
Les Pseudomonas sp., En tant que PGPR, utilisent les sidérophores produits par d'autres
microbes présents dans la rhizosphére pour satisfaire leurs besoins en ions. Plus
spécifiqguement, Pseudomonas putida utilise des sidérophores hétérologues produits par
d'autres microorganismes pour améliorer le niveau de fer disponible dans I'habitat naturel. Un
sidérophore puissant joue un réle important dans I'absorption de fer par les plantes en présence
d'autres métaux, tels que le Nickel et le Cadmium .Comme les PGPR peuvent produire des
sidérophores, ils constituent un atout majeur pour fournir a la plante la quantité de fer requise
(Sushanto et al., 2018).

Les plantes assimilent le fer des sidérophores bactériens au moyen de différents
mécanismes, par exemple, I'absorption directe des complexes sidérophore-Fer, ou par une
réaction d'échange de ligands. De nombreuses études sur la stimulation de la croissance des
plantes vis-a-vis de I'absorption de Fer médiée par les sidérophores a la suite d'inoculations de
rhizobactéries produisant des sidérophores ont été rapportées.

Crowley et Kraemer (2007) ont mis en évidence un systéme de transport du Fer-
sidérophore dans les plants d'avoine et déduit que les sidérophores produits par les
microorganismes rhizosphériques fournissent du fer a lI'avoine, qui posseéde des mecanismes
d'utilisation des complexes fer-sidérophore. De méme, le complexe Fer-pyoverdine synthétisé
par Pseudomonas fluorescens a été absorbé par Arabidopsis thaliana , ce qui a entrainé une
augmentation du fer a I'intérieur des tissus végétaux et une amélioration de la croissance des

plantes.

Récemment, Sharma et al. (2003) ont évalué le rdole de la souche
de Pseudomonas productrice de sidérophores PGPR sur la nutrition du fer de Vigna rayonnee,

apres 45 jours, les plantes ont montré une diminution des symptémes chlorotiques et la teneur

13
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en fer, en chlorophylle (a) et en chlorophylle (b) a augmenté dans les plantes inoculées avec la

souche PGPR comparativement au témoin (Munees Mulugeta, 2014).

11.2.1.4. Production de phytohormones

Il existe des régulateurs de la croissance végétale telle que les auxines, les
gibbérellines, les  cytokinines, I’éthylene et I’acide  abscissique.  L’acide
indole-3-acétique est la phytohormone la plus répandue. L’ AlA joue un réle tres important dans
I’élongation des racines et dans la prolifération des poils absorbants. I
est produit par un grand nombre des bactéries tels Azospirillum brasilense, Pseudomonas,
Xantomonas, Rhizobium, Enterobacter cloacae, Aeromonas veronii, Alcaligenes piechaudii,
Rhizobium leguminosarum, Bradyrhizobium spp., Agrobacterium spp., et Comamonas
acidovorans spp. Les cytokinines et les gibbérellines sont impliquées dans la modification de
la morphologie des plantes et dans la stimulation et le développement de la partie aérienne
(Rabhi. 2012).

a. Acide Indole-3-acetique (AlA)

Cette phytohormone est impliquée dans I’initiation de la division cellulaire au niveau
des racines, et de leurs élargissements. Communément produite par les
rhizobactéries. Les rhizobactéries produisant I’AIA sont connues pour leurs capacités a
augmenter la croissance et la longueur des racines. Cet effet résulte en une surface racinaire
plus grande, et une accessibilité pour plus de nutriments pour la plante. Patten et Glick (2002),
ont rapporté le role de I’AlA produit par Pseudomonaas putida, chez la plante héte, dans le
développement de son systéme racinaire (Mezzache, 2012).

L'AlA bactérienne peut desserrer les parois des cellules végétales et, par conséquent,
favorise une exsudation croissante des racines qui fournit des nutriments supplémentaires pour
soutenir la croissance des bactéries de la rhizosphere. Puisque les communautés microbiennes
endophytes proviennent du sol et de la rhizosphere, I'AIA bactérienne peut attirer plus de
bactéries & la rhizosphére en augmentant la quantité d'exsudation racinaire. Etant donné que
I'AIA bactérienne stimule le développement du systéme racinaire de la plante hote, les isolats
producteurs d'AlA peuvent ameliorer I'aptitude des interactions plante-microbe (Hassan et al.,
2015).

14
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b. Cytokinines

Les cytokinines forment une classe de phytohormones qui stimulent la division
cellulaire, I’élargissement et le developpement des tissus. Ce sont des signaux impliqués
dans la médiation du stress environnemental des racines en vers les parties supérieurs de la
plante (Mezzache, 2012).

c. L’éthyléne

L’éthylene est sous forme gazeuse, il est connu pour étre lié aux des
blessures, parceque sa production dans la plante peut étre induite par n’importe quel
perturbation physique ou chimique des tissus (Salisbury, 1994). Parmi ses nombreux effets
sur la croissance et le développement de la plante, la production d’éthyléne peut causer
I’inhibition de la croissance des racines. Glick et al. (1998) ont émit une théorie selon laquelle
le mode d’action de certains PGPR serait par I’intermédiaire d’une AAC-désaminase. Cette
enzyme clive I’AAC (Amino-cyclopropane-1-carboxylate) précurseur immediat de I’éthyléne.
L’AAC-désaminase diminuerait la production de I’éthyléne au niveau des racines de la plante

hote et résulterait en leurs allongements.

Les Pseudomonas spp. fluorescents sont des producteurs d’ AAC-désaminase (Glick et
al., 1994). La transformation des Pseudomonas spp. par des genes codant cette enzyme, permet
acelles-ci de croitre sur un milieu dont la seule source de carbone et d’azote est le AAC, et
destimuler I’élongation des racine. Cette stimulation de la croissance est aussi exprimée dans
des situations de stress, tels que les inondations, ou encore dans les sols contaminés par les

métaux lourds (Mezzache, 2012).

11.2.2. Phytoprotection (effet indirect)
11.2.2.1. Compétition pour I’espace et les nutriments

Dans certains cas, les rhizobactéries a croissance rapide peuvent éliminer les pathogénes
fongiques par une compétition pour le carbone et les sources d’énergie (Kamilova et al., 2005).
Les PGPRs sont présent sur les racines en nombre suffisant pour avoir un effet bénéfique sur
les plantes et pour étre capable d’instaurer une compétition pour les nutriments dans la
rhizosphere (Haas, Defago, 2005). Outre la vitesse de croissance intrinseque et les

autres propriétés comme la mobilité (présence des flagelles), le chimiotactisme, la capacité de

15



Chapitre II. Généralités sur les PGPR Partie Bibliographique

synthétiser des vitamines et des macromolécules et I’utilisation des composés excrétés par les

racines renforcant la colonisation racinaire (Lugtenberg, Kamilova, 2009).

Un cas particulier de competition pour les nutriments repose sur la compétition pour le
fer. Les microorganismes ont la capacité de synthétiser des sidérophores. Ces composées ont
une grande affinité pour le Fe3*. En s’appropriant les ions ferriques présents dans la rhizosphére,
ils les rendent ainsi non disponibles pour les champignons pathogenes (Adam, 2008).

11.2.2.2. Antibiose
L’antibiose consiste I’inhibition directe de la croissance du pathogene via la production

de métabolites aux propriétés antifongiques et/ou antibactériens.

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

polygalacturonases, pectinolyases, cellulases et chitinases (Rabhi, 2011).

Chez Pseudomonas, d autres molécules antifongiques comme le HCN, la viscosamide,
la pyoluteorine, le 2,4-diacetylphloroglucinol (DAPG), la pyrrolnitrine, les phenazines et les
butyrolactones sont impliquées dans le biocontrdle. Une étude récente a démontré que |"espéce
de la plante héte a une influence significative sur la dynamique, la composition et I"activité des

especes antagonistes indigénes spécifiques de Pseudomonas spp. (Adam, 2008).

1.3. Les Pseudomonas PGPR

Les Pseudomonas font partie du phylum proteobacteria classe des Gamma
proteobacteria, ordre des Pseudomonales. Ce sont des bacilles a coloration de Gram négative,

droits et fin, aux extrémités arrondies d’une taille moyenne de 2 sur 0,5 um.

Ces bactéries sont mobiles graces a une ciliature polaire monotriche ou lophotriche,
elles sont capables d’utiliser de nombreux substrats hydrocarbonés comme sources de carbones
et d’énergie. Les Pseudomonas ont une capacité élevée a coloniser la rhizosphere des plantes.
Elles sont capables de former des associations intimes avec leurs hétes, ce qui réduit les sites
habitables pour les microorganismes pathogenes et par conséquent leur croissance (Benmati,
2014).

Les PGPR du genre Pseudomonas sont considérés comme le groupe le plus important

dans la promotion de la croissance et la lutte biologique contre les agents pathogénes des plantes
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(Saranraj et al., 2014). Les Pseudomonas ont conféré plusieurs mécanismes primaires comme
stratégies de biocontréle, y compris la production d'antibiotiques et de métabolites secondaires,
d'enzymes dégradant les parois cellulaires, ainsi que la production de cyanure d'hydrogene
(HCN) et de sidérophores (Pankaj et al., 2016). Dans des études récentes trois souches de
Pseudomonas ont été identifiées comme PGPR ; Pseudomonas fluorescens, P. putida et P,
aeruginosa.

Les bactéries appartenant au groupe des Pseudomonas spp. fluorescents sont parmi les
plus abondantes dans la rhizosphére. Dans certains cas, elles représentent plus de 60% de la
microflore bactérienne totale du sol. Différentes espéeces de Pseudomonas spp. fluorescentes
ont été rapportes a la fois comme PGPR, et comme souches de biocontrdle des champignons
phytopathogenes. Ces capacités antagonistes de PGPR, sont dues aux mecanismes directs et
indirects (fig.1) (Mezaache, 2012).

3
Impact sur la croissance et la
santé des plantes 1
Libération D’exsudats par
les racines

Vamuyl of wl, 2011
-
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proximité des racines

3 " (halos jaunes)
LN L

A Baoben § INIRA, Dhgon)

Ex. Activité antagoniste de
bactéries rhizosphérique
contre un champignon
phytopathogene : protection
de la plante

Ex. Bactéries sélectionnées
mobilisant le fer par des
composés fluorescents, les
sidérophores.
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Figure 01. Représentation schématique décrivant les interactions des plantes-
microorganismes dans la rhizosphére (Mezaache, 2012).
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11.3.1. Pseudomonas fluorescens

Pseudomonas fluorescens spp. passes parmi les espéces bactériennes favorisant la
croissance des plantes. Des souches spécifiques de ce groupe ont récemment été utilisées
comme inoculant de semences sur des plantes cultivées pour favoriser la croissance et
augmenter les rendements. De plus, le genre Pseudomonas, colonisent rapidement les racines
de la pomme de terre, de la betterave sucriere et du radis et provoquent un rendement
statistiquement significatif, ainsi, ont montré une grande capacité de production d’AlA, de
solubilisation du phosphate et de production de sidérophores (Saranraj et al., 2014).
Pseudomonas fluorescents peut produire des régulateurs de croissance des plantes
(phytohormones) impliqués efficacement dans I'élongation des plantes. Le phosphore est
également un élement limitant pour les plantes. Il ne peut étre absorbé sauf si les formes
solubles sont fournies par des rhizobactéries, comme les Pseudomonas fluorescents, soit par la
minéralisation du phosphate (par les phosphatases), ou par I'effet des acides organique. Certains
Pseudomonas produisent des enzymes lytiques, qui peuvent lyser une partie des parois
cellulaires de certains champignons phytopathogenes. Les plus connus sont ; les chitinases, les

cellulases, les protéases et les $-1,3 glucanases (Arif et al., 2015).

11.3.2 Pseudomonas putida

Les souches de Pseudomonas putida peuvent utiliser les sidérophores hétérologues
produits par les microorganismes de la rhizosphere pour améliorer le niveau de fer disponible
dans leur habitat naturel (Saranraj et al., 2014). lls ont été sélectionnées comme PGPR en raison
de leurs capacités importantes a synthétiser les auxines, les sidérophores et a solubiliser le
phosphate (Rojas-Tapias et al., 2012). Meliani et al. (2012), ont indiqué que Pseudomonas
fluorescens et Pseudomonas putida produisent et libérent de I'acide indole-3-acétique (AlA)
avec des taux de 89 pg/L et 116 pg/L respectivement. Les quantités élevés d'AlA excrétées par
P. putida étaient les plus constantes dans I'amélioration de la croissance des plantes a travers le

calcul de I'indice Vigor. D'autre part, les consortiums d'inoculum mixtes de ces especes ont
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montré que P. fluorescens et P. putida présentaient une capacité de lutte biologique accrue
contre Fusarium oxysporum f. sp (Meliani et al., 2012).
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Chapitre 111 : Interactions Pseudomonas-cuivre
11.1. Généralité

Les metaux lourds sont utilisés pour leur propriété anti-infectieuse. Ils sont capables a
une certaine concentration de diminuer la charge des micro-organismes, parmi les quelles ;
I’argent (Ag), le cobalt (Co), le cuivre (Cu), le fer (Fe), le mercure (Hg), le manganése (Mn),
le nickel (Ni), le plomb (PDb) et le zinc (Zn) (Luc Masson, 2015).

Le cuivre I’'un des premiers métaux utilisés pour fabriquer des outils et des armes.
Certains sels de cuivre ont également employé comme agents thérapeutiques pendant plus de
2000 ans. Le sulfate de cuivre a servi médicalement d’émétique, mais constituait aussi une arme
populaire en tant que poison. Il a joué également le réle d’abortif en France au 19° siécle
(\Véronique, 2007).

Actuellement, le cuivre est utilisé en industrie pharmaceutique, dans des applications
allant des antiseptiques et antifongiques aux produits de soins et d’hygiéne (crémes, ampoules

d’oligo- éléments...) (Aurea, 2017).

Le cuivre, est un produit efficace homologué dans la lutte biologique contre le mildiou
et la nécrose bactérienne. Il est également reconnu pour ses effets secondaires sur le black rot.
Alors c’est un produit trés précieux pour les viticulteurs en lutte biologique. Et donc il est pointé
du doigt par I’AFSSA (Agence francgaise de sécurité sanitaire des aliments). Il est accusé de

toxicité envers les micro-organismes du sol et les organismes aquatiques.

Dans I’attente d’une alternative aussi efficace, nous devons I’utiliser avec beaucoup de
précaution. Nous verrons donc comment il est possible de réduire les doses tout en maintenant

une protection efficace (Berriau, 2012).

Les produits a base de cuivre, sont utilisés pour lutter contre certaines mycoses causées

par des ascomycetes (tavelure du pommier...) ou des oomycétes (mildious) (INRA, 2018).

Les surfaces faites de cuivre et son alliage offrent une nouvelle approche dans la
réduction des contaminations bactériennes. Le cuivre métallique a démontré une activité
antimicrobienne a large spectre. Bien que I’utilisation de cuivre pur provogue une extermination
plus rapide des pathogenes, plusieurs de ses alliages constitués a au moins 60 % de cuivre
(comme le laiton et le bronze) sont aussi efficaces et offrent une multitude de propriétés
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améliorées, comme la force et la durabilité. Désignées collectivement « cuivre antimicrobien »,
les surfaces produites a partir de cuivre et ses alliages visent a fournir une action
antimicrobienne supplémentaire entre les moments de nettoyage réguliers de I’environnement
ou des surfaces a portée de mains. La plupart des détergents et des désinfectants utilisés en
milieu hospitalier n’affecteront pas I’efficacité du cuivre antimicrobien, a I’exception des
produits qui contiennent des chélateurs d’ion métallique, comme I’acide éthylene diamine
tétraacetique (EDTA).

Des tests en laboratoire montrent que les surfaces de cuivre antimicrobiennes tuent
99,9% des bactéries spécifiques (incluant staphylococus aureus,
Enterobacter aerogenes, Escherichia coli 0157:H7, Pseudomonas aeruginosa, et
Entérocoques résistants a la vancomycine (ERV). D’autre données laissent croire que le cuivre
pourrait aussi étre efficace contre d’autres bactéries, virus, et pathogénes fongiques (Agence

canadienne des médicaments et des technologies de la santé, 2015).

111.2. Effet antibactérien du cuivre

Le cuivre est considéré comme un metal lourd plus utilisé pour prévenir ou traiter des
proliférations de microorganismes, en particulier dans des endroits souvent en contacte avec la
peau humaine, comme les poignées de porte. En raison de I’accés facile au cuivre, ce dernier
est important pour prévenir I’infection des blessures crues, traitements des brulures, les
maladies de la peau, les marques cutanées sur le cou. D’ailleurs, il peut supprimer les
pathogénes qui représentent un danger imminent pour la santé humaine. Il s'agit d'abord du
Staphylococcus aureus résistant a la méthicilline (SARM), Clostridium difficile, Escherichia
coli ainsi que Legionella (Konieczny et Rdzawski, 2012).

La sécurité alimentaire est une question brillante en matiére de santé humaine au cours
des derniéres décennies. Par consequence, Les légumes sont la principale source d'exposition
humaine aux meétaux lourds contribuent a environ 90% de I'apport total de métal, tandis que les
10% restants proviennent des contacts cutanés et de I'inhalation de poussiéres contaminées
(khan et al., 2015).

Bien que les antibiotiques modernes aient largement remplaces les thérapeutiques a base

de métaux lourds dans le traitement des infections, des recherches intenses ont été menées pour
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I’utilisation des complexes contenant des métaux lourds (Platine, cuivre, zinc et argent) dans le
traitement des cancers.

Les domaines dans lesquels peuvent agir pour diminuer le risque d’infections
nosocomiales sont vastes. Particulierement ; le traitement de I’air, le traitement de I’eau
(CCBDA, 2007), la stérilisation du matériel médical, I’antisepsie du personnel et des visiteurs
et la desinfection des surfaces environnementales, il peut étre cité le mobilier, le sol, les
accessoires comme les barres de maintient ou encore les murs. Celles-ci jouent un réle
important dans la transmission de pathogenes. C’est pourquoi les améliorations au niveau du
nettoyage et de la deésinfection ont pu diminuer le nombre de transmissions de ces

microorganismes (Luc Masson, 2015).

111.3. Effet antifongique du cuivre

Le cuivre est utilise, dans I’agriculture et en particulier I’agriculture biologique (AB),
pour contrbler diverses maladies fongiques, principalement sur la vigne, en productions
fruitiéres et en cultures légumiéres. Il constitue la seule matiére active a effet fongicide fort a
large gamme d’action (INRA, 2018).

Le cuivre est utilisé dans les cultures biologiques de pommes de terre pour combattre le
mildiou Phytophthora infestans, il agit par contact en empéchant la germination des spores
(Jean, 2001).

La bouillie bordelaise, mélange de sulfate de cuivre hydraté et de chaux, est depuis sa
découverte a la fin du XIX®™ siécle classé comme le principal fongicide contre le mildiou de
la vigne (Coulibaly et al., 2017)

Dans les zones ou les pertes annuelles dues a la pourriture brune sont supérieures a 25%,
I’utilisation des fongicides peut renforcer I’efficacité sanitaires des récoltes. Pour lutter contre

la maladie, utiliser au choix recommandé de I’un des fongicides indiqués dans le tableau (01).
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Tableau 01. Quelques fongicides homologues pour la lutte contre la pourriture brune
des cabosses du cacaoyer en Cote d’lvoire (Coulibaly et al., 2017).

Type de fongicide

Nom commercial

Matiére active

Intervalle entre 2
traitements

Callicuivre Oxychlorure de
cuivre

Caocobre 50 WG Oxyde de cuivre

Champion77 WP, Hydroxyde de cuivre

Funguran-OH 50

Fongicides de contact WP, 14jours
Kocide 2000,
Metalms
T2WP
Nordox 75 WG Oxyde de cuivre
Callomil plus 72 WP | Oxydes de cuivre+
métalaxyl
Fongicides systémiques | Ridomil Gold plus Mefenoxam 21jours
65WP (Metaxyl-
M)+hydroxyde de
cuivre

I11.4. Mécanisme de toxicité de cuivre

Lorsque la concentration en cuivre dans les organismes est trop importante, il interfére

avec de nombreux processus physiologiques. Cette toxicité biochimique découle de la haute

réactivité de cet élément. Il est capable de se lier fortement aux molécules riches en électrons,

en raison de ses propriétés oxydo-réductrices. Cette réactivité peut entrainer par exemple une

dépolarisation accompagnée d’un dysfonctionnement physiologique des récepteurs et des

transporteurs moléculaires cellulaires, ou encore sa fixation sur des sites actifs de

macromolécules

Cu*+ H,0» —» Cu?*+ OH + OH"

(ADN...) contenant des thiols
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(-SH), des carboxyles (-CO0), ou des
noyaux imidazoles (C3HsN2) Ainsi, en se fixant aux groupements thiols des protéines des
membranes cellulaires, il provoque la péroxydation des lipides insaturés. On peut également

observer la production de radicaux libres suivant la réaction suivante (réaction de Fenton) :

La production excessive de ces radicaux libres peut entrainer des réactions
d’oxydoréduction en chaine (stress oxydant) qui aboutissent a la perte de I’intégrité cellulaire
Lors de la réaction de photosynthese, I’exces de cuivre perturbe le photosysteme 11, soit par
insertion dans la Phéo (molécule de chlorophylle sans atome central de magnesium), soit par

substitution des ions Mg?* dans la chlorophylle elle-méme (Thomas, 2011).

111.5. Résistance des Pseudomonas au cuivre
111.5.1. Stratégies de résistances des Pseudomonas au cuivre

Les bactéries sont capables de réduire, oxyder, séquestrer, volatiliser ou dégrader les
polluants. L’exploitation de leurs extraordinaires capacités métaboliques permet d’envisager
leur utilisation dans des procédés efficaces et peu colteux de bioremédiation des eaux ou sols

contaminés, notamment par des métaux traces ou des radionucléides toxiques (Ferret, 2012).

Les bactéries ont développé différentes stratégies de résistances (fig. 02) face a des

concentrations toxiques de métaux :

a. L’exclusion par perméabilité membranaire

Les bactéries forment naturellement un « revétement » de polysaccharides
extracellulaires, absorbant les ions métalliques et les empéchant d’interagir avec les composés
cellulaires vitaux. Pseudomonas putida peut ainsi lier 100% du Cd?* ajouté dans le milieu de
culture, & une concentration de 2,5 mg.L™.
b. L’efflux actif

Il s’agit du mécanisme de résistance le plus utilisé par les microorganismes. lls utilisent
les mécanismes de transport actif pour exporter les métaux toxiques depuis leur cytoplasme
jusqu’au milieu extracellulaire. Chez Pseudomonas aeruginosa, I’ion Cu?* est exporté par
mécanisme impliquant 4 protéines séquestrant le cuivre dans le périplasme.

c. Laséquestration intracellulaire
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Elle permet la séquestration des métaux au sein du cytoplasme pour éviter I’exposition
des métaux au sein du cytoplasme afin d’éviter I’exposition des composant cellulaire essentiels
aux métaux. Les ions Cd?*, Cu?* et Zn?* sont les métaux les plus fréquemment séquestrés. Cette
stratégie a été mise en évidence chez Pseudomonas putida pour le Cd?*par la synthése de trois
protéines de faible poids moléculaire, riches en cystéines.

d. La détoxification enzymatique

Elle fait appel a des genes impliqués dans la réduction des composés métalliques.
e. Laréduction de la sensibilité des cibles cellulaires des métaux

Cette protection se déroule par mutation, sans altérer les fonctions de bases de la cellule.
f. La production de sidérophores

En liant le métal dans le milieu extracellulaire, le sidérophore diminue la concentration
en métaux libres, affectant sa diffusion dans la bactérie et ainsi sa toxicité. Une souche de
Pseudomonas aeruginosa produisant la pyoverdine et la pyochéline apparait plus résistante aux

métaux qu’une souche ne synthétisant pas de sidérophore (Ferret, 2012).

M2+ M2+
Transport actif
par pompe a efflux
- ma+ )

Production de Sequestration
siderophores

X intracellulaire
- x { x M_X‘LMZh‘ M2+
M {

M-X \\ l ,/ /

Exclusion par perméabilité
de la membrane

Figure 02. Mécanismes de résistances bactériens aux métaux (Haferburg, Kothe, 2007).

X : constituants cellulaires interagissant avec les cations métalliques.

M : cations métalliques.

111.5.2. Mécanisme génétique de la résistance

Pseudomonas syringae renferme un groupe de pathogenes des plantes cultivées,
produisant des taches et des auréoles sur les feuilles. L’emploi courant d’agents antifongiques
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contenant du cuivre comme la bouillie de bordelaise a facilité I’apparition d’espéces résistantes
au cuivre. Une des premieres études détaillées a concerné un Pseudomonas syringae isolé de
culture de tomates et porteur du plasmide Ppt23D. la résistance au cuivre des espéces
bactériennes est souvent conférée par un plasmide de porteur de génes qui se retrouvent sous
une forme tres similaire dans les Pseudomonas, Xanthomonas et autres. Les genes de structure
sont dans I’opéron cop ABCD accompagné des deux génes n’ont rien a voir avec ceux de la

résistance au cuivre décrits chez E. hirae (Pelmont, 2005).

Les quatre protéines Cop A, B, C, D fabriquées grace au plasmide viennent en renfort
des facteurs déja codé par la bactérie sur son chromosome, spécialisés dans le transport du
cuivre et son stockage éventuel a I’intérieur du cytoplasme. Les genes plasmidiques sont
groupés en opéron copABCD. La protéine Cop D est membranaire, CopA et CopC sont

périplasmiques, Cop B serait associée a la membrane externe.

La figure (03) résume le transport du cuivre de facon hypothétique, qui mis en jeux des
facteurs membranaires de transport et de stockage codés par le chromosome, et I’appareil de
résistance Cop codé par le plasmide (Pelmont, 2005).

4 N

Périplasme

Cytoplasme

cu (I
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Enzymes
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Figure 03. Transport du cuivre et résistance.
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Chapitre V : Résultats et Discussion

V.1. Isolement et purification des isolats

Dans ce travail nous avons examiné deux échantillons de sol rhizosphérique. Les
méthodes de caractérisation bactériologique décrites ont permis une identification
préliminaire des isolats des biotopes cités (sol + racines de I’orge des rats « Hordeum
murinum »). La sélection basée sur la production d’un pigment jaune - vert fluorescent. La
production de ce dernier et les caractéres macromorphologiques sur le milieu King B, nous

onyt permis d’obtenir 40 isolats bactériens.

Les résultats obtenus apreés une purification, ont permis de retenir 29 isolats de
Pseudomonas fluorescents repartis en deux groupes (groupe 01 ; 16 isolats du site d’Oued El
Kheir et groupe 02 ; 13 isolats du site de Sidi Lakhdar).

V.2. Identification des bactéries isolées et purifiées
V.2.1. Examen macroscopique

Sur le milieu gélosé King B la présence des colonies de 0,6 - 1 mm de diamétre de
forme renflée, foncée, circulaire, muqueuse et homogene, avec une pigmentation fluorescente
de couleur jaune verdatre (fig. 09). Ces mémes caractéristiques ont été constatées chez les

Pseudomonas fluorescent par Idder (2013).

Figure 09. Aspect macroscopique de Pseudomonas fluorescent sur gélose King B, isolé a
partir du sol rhizosphérique.
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V.2.2. Examen microscopique
V.2.2.1. Examen a I’état frais

Les bactéries examinées a I’état frais, apparaissent mobiles sous microscope (tableau
03). La présence des flagelles polaires permet a ces bactéries de se déplacer facilement dans

leurs environnements (Stanzin, 2017).

V.2.2.2. Coloration de Gram

Sous microscope optique et a émersion au grossissement X100, la coloration de Gram
réalisée a partir des colonies distinctes, montrent la présence des cellules de forme bacillaire

et de couleur rose est donc a coloration de Gram négative (fig. 10).

Figure 10. Aspect microscopique de Pseudomonas fluorescent (X1000).

V.2.3. Test biochimique
V.2.3.1. Recherche de I’oxydase

La mise en évidence d’un cytochrome oxydase qui oxyde le cytochrome ¢ présent
dans la chaine respiratoire, grace a des réactifs ayant le méme potentiel d’oxydo-réduction (N-
méthylé du paraphénylene diamine), montre que les bactéries testées sont oxydase positive

(fig. 11) se traduit par I’apparition d’une couleur violette tres foncée (Delarras, 2014).

V.2.3.2 Recherche de la catalase
Chez les bacteéries isolées, le dégagement du gaz sous forme de bulles d’aire, di a la
dégradation de I’eau oxygénee formée, en eau et en oxygene comme indique la formule

(Delarras, 2014) citée ci-dessous, montre la présence d’une catalase positive (fig.12) :
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H,0, Catalase > Ho0 + 1% 0,

Témoin Test

Figure 11. Test de I’oxydase.

Témoin Test

Figure 12. Test de la catalase.

V.2.4. Mise en culture des Pseudomonas a 4°C et 42°C

La culture positive des boites soumises a une incubation & 4°C indique que tous les
isolats appartiennent au genre Pseudomonas fluorescents (tableau 03). Les Pseudomonas
fluorescents ne poussent pas a la température 42°C mais se développent facilement dans a
4°C (Djibaoui et Bensoltan, 2005).
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Tableau 03. Caractéres morphologique, biochimique des Pseudomonas fluorescents.

Isolats %ﬂg?g&n forme | mobilité | oxydase | catalase Cr;f;? (r;ce Crmzf%nce a
A - i + i - +
B - + + + - +
E - + + + - +
G - + ++ + - +
H - + + + - +
| - + ++ + - +
J - + ++ + - +
K - + ++ + - +
L - + + + - +
N - + +++ + - +
Q - + +++ + - +
R - + + + - +
S - + ++ + - +
1 - e + + + - +
2 - 5 + + + - +
3 - 2 + - + - +
9 - + + + - +
10 - + ++ + - +
11 - i 4+ i - +
12 - + - + - +
14 - + + + - +
15 - + + + - +
17 - + + + - +
19 - + + + - +
21 - + + + - +
22 - + ++ + - +
25 - + + + - +
26 - + - + - +
28 - + + + - +

(-) : négative

(+) : positive

(++) : Fortement positive
(+++) : extrainement positive

40




Chapitre IV : Résultats et Discussion Partie Pratique

V.3 Test de la résistance des Pseudomonas fluorescents au cuivre

Les résultats de la croissance des Pseudomonas sur gélose nutritive additionnée de
CuSO4, 5H,0 a différentes concentrations (0,5 - 5 mM) sont indiqués dans le tableau 04.

Tableau 04. Effet du sulfate de cuivre sur la croissance des isolats de Pseudomonas

fluorescents

Isolats Concentrations du sulfate de cuivre (mM)

05 | 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4 4,5 5

A ++ + - - - - - - - -
B ++ + - - - - - - - -
E ++ + - - - - - - - -
G ++ + + - - - - - - -
H ++ + - - - - - - - -
| ++ + - - - - - - - -
J ++ + - - - - - - - -
K ++ | ++ ++ - - - - - - -
L ++ | ++ - - - - - - - -
N ++ | ++ - - - - - - - -
G ++ | ++ + - - - - - - -
R ++ | ++ + - - - - - - -
S ++ | ++ + - - - - - - -
1 ++ | ++ - - - - - - - -
2 ++ + - - - - - - - -
3 ++ + - - - - - - - -
9 ++ + - - - - - - - -
10 ++ + - - - - - - - -
11 ++ | ++ - - - - - - - -
12 ++ | ++ - - - - - - - -
14 ++ | ++ ++ - - - - - - -
15 ++ + - - - - - - - -
17 ++ + - - - - - - - -
19 ++ + - - - - - - - -
21 ++ + + - - - - - - -
22 ++ + + - - - - - - -
25 ++ + - - - - - - - -
26 ++ + - - - - - - - -
28 ++ + - - - - - - - -

(-) absence de la croissance ; (+) : Faible croissance ; (++) : croissance abondante.
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Tous les isolats ont poussés abondamment dans le milieu de culture a 0,5 mM, dont 19
bactéries ont été développées sur la gélose nutritive additionnée de 1 mM de sulfate de cuivre
hydratée. A cette méme concentration d’autres bactéries étudiées (10 isolats), ont montrées
une faible croissance sur ce milieu. Par ailleurs a la concentration de 1,5 mM, nous avons
constaté le développement des isolats K et 14.

Des travaux scientifiques réalisés par Andersen et al. (1991) ont montrés que les
souches de Pseudomonas syringae toléres des concentrations de cuivre allons de 0,3 mM
jusqu’au 1,2 mM. Par ailleurs, Aillo et al. (2015) ont montré que les souches sensibles se
développaient uniquement sur de milieu additionné de 0,40 - 0,80 mM de sulfate de cuivre :
(de faible résistance avec 1 - 1,6 mM), (résistantes avec, 1,8 - 2,4 mM) et (tres résistants avec
2,6 - 3,2 mM).

Dans notre expérimentation les isolats les plus résistants au cuivre montrent une

couleur Jaune trés intense.

Cependant, des études de recherche réalisées par Ramos et Rosato (1996) montrent
que la souche Xanthomonas (484) présentait une couleur ocre plus intense, lorsqu'elle était

cultivée sur du milieu additionné de cuivre, ce qui suggerait une accumulation de ce métal.

Selon Altimira et al. (2012), cinqg bactéries isolés a partir de sols pollués au cuivre ont
montré une résistance élevée au cuivre et une résistance a d'autres métaux lourds. Cette

résistance est due a la présence du gene Cop A dans les plasmides de ces bactéries.

Des travaux de Huseyin et al. (2005), montrent que des mutations au niveau du géne
ORF5 ont entrainées un phénotype de résistance au cuivre.

Francisco et al. (2014) suggérent que la sélection de souches résistantes au cuivre
pourrait étre une raison majeure pour les échecs de contrdle de gestion des bactéricides
composés de cuivre. La plupart des isolats résistants au cuivre abritaient des plasmides, bien
que la majorité d'entre eux contienne un plasmide de 62 kb qui a était également présent dans
les souches sensibles au cuivre. Les plasmides de 62 kb ont été différenciés par analyse
d'enzymes de restriction et hybridation & 'ADN copABCD. Le type de plasmide résistant au
cuivre le plus fréquemment trouvé était transférable par conjugaison. Les hybridations par
transfert de Southern ont montré, que des déterminants génetiques partiellement homologues

de copABCD étaient présents dans toutes les souches résistantes au cuivre examinées et
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étaient habituellement associés a des plasmides, ces déterminants n'ont pas été détectés dans

les souches sensibles au cuivre.

V.4. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

La concentration minimale inhibitrice (CMI) a été définie comme la plus faible
concentration des échantillons testés ou I’absence de croissance a été enregistrer (ARABI,
2018). La CMI de cuivre a été déterminé a des concentrations de 1,5 - 2 mM. Les valeurs de
la CMI mentionnée dans le tableau 05, indique que les deux isolats de Pseudomonas
fluorescents (K et 14) ont révélées une résistance importante au sulfate de cuivre, sachant que
les deux bactéries tolérent la concentration du sulfate de cuivre jusqu’au 1,5 mM. Cependant
la valeur de la CMI elle est de I’ordre de 1,6 mM (tableau 05) pour les deux isolats étudiés
(fig. 13). D’autres etudes montrent que Pseudomonas putida CZ1 ont enregistré une valeur de
CMI de au 1 mM pour le cuivre et 3 mM pour le zinc (Chen et al., 2006).

D’apres Virender et al. (2010) la CMI de cuivre chez les souches Pseudomonas testeés,
est située entre 180 et 300 pg/ml. Cette méme valeur est constatée par Rajbhansi (2008).

Tableau 05. Concentration minimale inhibitrice du cuivre vis-a-vis les deux isolats de
Pseudomonas fluorescents étudiés.

Concentration du sulfate de cuivre (mM)
Isolats 1,5 1,6 1,7 1,8 1,9
14 ++ - - - -
K ++ - - = =
(-) : négative
(+) : positive

CMI=1,6 mM

Figure 13. Concentration minimale inhibitrice du sulfate de cuivre via-a-vis Pseudomonas
fluorecsens en milieu solide.
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V.5. Mise en évidence de I’effet du cuivre sur la croissance des Pseudomonas
fluorescents

Pour évaluer I’effet de cuivre sur la croissance de Pseudomonas fluorescents, des
cultures ont été réalisées en milieu liquide. La croissance est determinée par la mesure de la

densité optique chaque 2 heures pendant 24 heures.

Les résultats obtenus, montrent que la croissance est légerement ralentie dans le milieu
contenant le cuivre par rapport a celle du témoin (fig. 14, 15). Ce ralentissement est
probablement di a la phase d’adaptation des bactéries aux conditions de la culture. Tandis
que le cuivre & des concentrations inferieures a 1,6 mM n’inhibe pas les bactéries mais fait

ralentir leurs croissances.

Bien que, les bactéries cultivees en milieu King B liquide se développe mieux dont
celui qui contient du cuivre (fig. 16, 17), contrairement aux témoins pour les deux isolats
étudiés, ce qui explique la maniere avec la quelle la bactérie se défendu aux agents toxiques,

et cela est déja justifié par la pigmentation intense sur les milieux gélosés.

44



Chapitre IV : Résultats et Discussion Partie Pratique

0,6

o
[

o
i

m BN

Densité optique
o
w

M BN+ CusO

o
[N}

o
o =
1

6 8

2 4

Figure 14. Evaluation de I’effet de sulfate de cuivre sur la croissance de Pseudomonas
fluorecens dans bouillon nutritif.
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Figure 15. Evaluation de I’effet du sulfate de cuivre sur la croissance de Pseudomonas
fluorecens dans le milieu King B liquide.
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Figure 16. Evaluation de I’effet de sulfate de cuivre sur la croissance de Pseudomonas
fluorecens dans deux milieux liquide (Bouillon nutritif et King B).
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Figure 17. Evaluation de la croissance de Pseudomonas fluorecens dans deux milieux liquide
(Bouillon nutritif et King B).
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V.6. ldentification des deux isolats les plus résistants au cuivre par des galeries
API 20NE

Des galeries biochimiques de type AP 20NE (fig. 18), ont été utilisées pour identifier
les bactéries (k et 14) les plus performantes, c’est-a-dire résistantes a des concentrations
modérément élevées. Les résultats de ces examens biochimiques obtenus (tableau 06)
permettent d’identifier les deux isolats étudiés comme Pseudomonas fluerescens. Ces mémes

caractéristiques biochimiques ont été révelées par Leyral et Joffin (1998).

Tableau 06. Résultats des tests biochimiques obtenus par des galeries AP1 20 NE.

Tests Isolat (K) Isolat (14)
NO3 = =

TRP
GLU = =
ADH - + /-
URE = =
ESC - -
GEL A A
PNPG
GLU
ARA

MNE

MAN
NAG + /-
MAL - +
GNT +
CAP + +
ADI -
MLT + -
CIT + +
PAC - -
OX + +

++ |+ |+

~
1

=+

() : négative, (+) : positive, (+/-) : plus au moins

Figure 18. Galerie biochimique API 20 NE de Pseudomonas fluorescens.
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Chapitre 1V : Matériel et Méthodes

IV.1. Echantillonnage

L’échantillonnage des bactéries du groupe de Pseudomonas fluorescents a été effectué
a partir de la zone rhizosphérique des plantes. Les échantillons, a savoir le sol et les racines de
I’orge des rats (Hordeum murinum, fig. 04), ont été prélevés au niveau des champs de la vigne
(fig. 05) de deux région situées a la wilaya de Mostaganem (Oued EI Kheir et Sidi Lakhdar).

A I’aide d’une pioche carrée, une plante de blé sauvage a été prélevée complétement
avec ses racines et son sol rhizosphérique, cette opération a été effectuée dans des conditions
aseptiques. L’ensemble est introduit dans un sachet stérile et transporté rapidement au

laboratoire.

Figure 04. Hordeum murinum (I’orge des rats).

Figure 05. Champ de la vigne
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IVV.2. Isolement, purification et identification des Pseudomons fluorescents
1V.2.1. Isolement

L’isolement des bactéries du genre Pseudomonas fluorescent du sol rhizosphérique a

été effectue par la méthode de la suspension - dilution selon Vidhyasekaran et al. (1997).

Un échantillon de 10 g de sol adhere aux racines a été suspendu dans 90 ml d’eau

physiologique stérile (fig. 06) et soumis a une agitation contenue pendant 15 min.

Une série de dilution décimale a été réalisée allons de 107 jusqu’au 10°, puis un
volume de 0,1ml de chacune de ces dilutions a été étalé sur gélose King B, les boites

ensemencés sont incubés a 30°C pendant 48 h.

Apres 48 heures d’incubation, les colonies qui caractérisent le genre Pseudomonas
fluorescent (pigmentation jaune - verdatre) ont été purifiées sur gélose King B et incubées par
la suite a 30°C pendant 48 h.

1VV.2.2. Purification

L’etape de purification des cultures permet d’obtenir des cultures pures a partir des

déférents isolats obtenus.

La selection des isolats est basée sur I’aspect macroscopique des colonies a savoir la
couleur, la forme, le diameétre et I’opacité. Une colonie de chacun des isolats a été prélevé et
ensuite purifié par des repiquages successifs selon la méthode de stries (Martinneau, 1996).
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Agitation (15min)
90 ml eau
physiologique

Figure 06 : Différentes étapes de I’isolement de Pseudomonas

fluorescents a partir du sol rhizosphérique.
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1V.2.3. Identification
1V.2.3.1. Examens macro et microscopique
a. Examen macroscopique

L’examen macroscopique consiste a étudier a I’eeil nu I’aspect, la taille, la forme et la

couleur des colonies

b. Examen microscopique

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

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

1V.2.3.2. Tests biochimiques
a. Recherche de I’oxydase

La recherche de I’oxydase présente un intérét taxonomique en ce qui concerne les

bactéries a coloration de Gram négative.

Le test de I’oxydase consiste a mettre en évidence la capacité que posséde la bactérie a
oxyde un réactif incolore (NN-diméthyle - paraphylene diamine) (Annexe 02) en un dérivé

rose violacée.

Le test est réalisé par mise en contact d’une culture avec un disque d’oxydase.
b. Recherche du Catalase

La recherche de la catalase présente un intérét taxonomique en ce qui concerne les

bactéries a coloration de Gram positif.

Le test consiste a mettre des bactéries en quantité suffisante en contact avec le
peroxyde d’hydrogene H202 (Annexe 03). Les bactéries qui possédent la catalase, dégradent

le peroxyde d’hydrogéne en oxygéne et dioxygene, visible par la formation des bulles d’air.

1V.2.3.3. Croissance des Pseudomonas a 4°C et 42°C

A partir des cultures jeunes, des boites de Pétri contenant le milieu de culture GN ont
été ensemencés. La mise en culture a été realisee a deux températures différentes (4°C et
42°C) pendant 48h. La lecture s’effectue par la présence de la culture bactérienne dans les
boites incubées a 4°C et 42°C.
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1V.3. Test de la résistance des Pseudomonas fluorescents au cuivre

Le test de la résistance au cuivre est réalisé au milieu solide selon Andersen et al.
(1991). La préparation de la série des concentrations consiste a dissoudre des quantités de
sulfate de cuivre (CuSO4, 5H20) a raison de 0,0124 ; 0,0249 ; 0,0374, 0,0499; 0,0624 ;
0,0749 ; 0,0873; 0,0998; 0,1123 et 0,1248 g dans 10 ml d’eau distillée. Les solutions
préparées ont éte stérilisés par filtration a I’aide d’un filtre millipore (Millipore Millex-GN.
Nylon, 0,22um). Cette méthode de stérilisation est destinée pour les produits thermosensibles
vue que la stérilisation par chaleur humide a 120°C (autoclavage) provoque une complexation

du cuivre avec les composants du milieu.

Chaque tube de la série de dilutions a été versé dans un flacon contenant 90 ml de
gélose nutritive en surfusion (50°C) préalablement stérilisée a I’autoclave pendant 20 min a
120°C, apres homogénéisation, le milieu est coulé dans des boites de Petri de 90 mm a raison
de 15ml par boite, laissés solidifié, ensuite les boites sont ensemencées par un volume de 10
Ml de chacune des suspensions bactériennes standardisées (fig. 07). Des boites de Pétri ne

contient que la gélose nutritive (sans CuSQO4) ont été ensemencés, font I’objet d’un témoin.

La densité optique des inoculas préparés est ajustée a 0,08 - 0,1 a I’aide d’un
spectrophotometre (67 15 UV/Vis. Spectrophotometre ; multi- cell changer ; JENWAY) dans

une longueur d’onde égal a 625nm.

Les boites ensemencées ont été incubées en aérobiose dans une étuve a 30°C pendant
48 h.

La lecture des résultats a été effectués par la mise en évidence de la présence ou

I’absence de la croissance bactérienne par rapport au témoin.
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Figure 07. Détermination de la résistance des Pseudomonas fluorescents au sulfate de cuivre.
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Préparation de I’inoculum

DO=0,08-0,1; A = 625nm

Micropipette (10pl)

v

Ensemencer avec une strie

Figure 07 (suite). Détermination de la résistance des Pseudomonas fluorescents au sulfate de
cuivre.
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IV.4. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) du cuivre
vis-a-vis les isolats testés

La détermination de la concentration minimale inhibitrice de cuivre vis-a-vis les

bactéries testées a été réaliser en milieu solide.

Les solutions de sulfate de cuivre ont été préparees allons de 0,0374 - 0,0499 g dans

10 ml d’eau distillée.

Apreés filtration des solutions préparées, un volume de 10 ml de chacune d’elles a été
versé dans un flacon contenant 90 ml de la gélose nutritive en surfusion (50°C). Ensuite
versées dans des boites de Petri vide a raison de 15ml par boite (fig. 08), les concentrations
finales en cuivre ou sulfate de cuivre sont de I’ordre de 1,5; 1,6; 1,7; 1,8; 1,9; 2 mM
(tableau 02). Des controles négatifs (ttmoins) ne contenant que le milieu gélosé (GN), ont été

également préparés.

Les boites préparées font I’objet d’un ensemencement des bactéries testées a I’aide
d’une anse calibrée de 10ul (dans la densité des suspensions sont ajusté de la méme maniere
précédente), aprés incubation a 30°C pendant 48 h, dans des conditions d’aérobiose la
concentration minimale inhibitrice (CMI) est représentée par les concentrations des boites qui

ne contiennent pas de culture.

Tableau 02. Concentration finale de sulfate de cuivre.

Masse de Volume [C] de la solution [C] finale
N° sulfate de d’eau série de dilution
cuivre (9) distillée (ml) (9/10 ml) g/l mM
1 0,03745 0,003745 0, 3745 15
2 0,0399 0,00399 0,399 1,6
3 0,0424 0,00424 0,424 1,7
4 0,0449 10 ml 0,00449 0,449 18
5 0,0474 0,00474 0,474 1,9
6 0,0499 0,00499 0,499 2
7 (témoin) 0 0 0 0
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Figure 08 (suite). Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) des isolats
de Pseudomonas fluorescents.

IVV.5. Mise en évidence de I’effet du cuivre sur la croissance des Pseudomonas
fluorescents

Les isolats les plus résistants, sont sélectionnés dans ce test de resistance font I’objet
d’un test de croissance sur deux milieux liquides différents (king B, Boullion nutritif) avec ou
sans cuivre, dont la concentration est égale a 1,5 mM (la valeur situé juste avant celle de la
CMI). Deux séries de tubes a essai contenant 9 ml de chaque milieu utilisé, sont par la suite
ensemencés par 1ml de la suspension bactérienne standardisees. L’incubation a éte effectuee a
30°C pendant 24 h, et la lecture se fait par la mesure de la densité optique chaque 2 heures.

Les tube sans cuivre représentes les témoins.

IV.6. Identification biochimiques des isolats sélectionnés (les plus résistants) par
des galeries de type APl 20NE

La galerie API 20 NE, est un systeme standardisé combinant 8 tests conventionnels et
12 testes d’assimilation, pour I’identification des bacilles & coloration de Gram négative non
entérobactéries et non fastidieux (Leyral et Noél Joffin, 1998).

Des cultures jeunes (de 18 a 24h) de deux isolats a identifiés ont été utilisés pour la
préparation des suspensions bactériens, dont la densité optique est ajustée a 0,08-0,1 a I’aide

d’un spectrophotometre a une longueur d’onde égal a 625nm.

Cing millilitres d’eau physiologique ont été répartis dans les alvéoles de la boite pour

crée une atmosphére humide.

Les tubes de huit tests conventionnels du test NO3 au test ONPG sont remplis avec les
suspensions préalablement préparés en utilisant des pipettes jetables de 1 ml. Pour les autres
tests (GLU a PAC), un volume de 200 pl de suspension a été mélangé au API-medium et

homogénéisés en évitant la formation des bulle.
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Les tubes et les cupules des tests (Glu a PAC) sont remplis aves ce mélange, en
vaillant a crée un niveau horizontal ou Iégerement convexe mais jamais concave. En effet des
cupules incomplétement au trop remplis peuvent entrainer des résultats incorrects. Les
cupules des tests GLU, ADH et URE sont couvertes d’huile de paraffine pour formé un
ménisque convexe. Les galeries inoculées sont incubées a 30°C pendant 24 h. Apres
I’incubation tout les tests se révelent spontanément, sauf les teste TRP et NOs qui sont
rapidement obtenus aprées I’adition des réactifs (JAMES et NIT 1, NIT 2 respectivement).
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Chapitre V : Résultats et Discussion

V.1. Isolement et purification des isolats

Dans ce travail nous avons examiné deux échantillons de sol rhizosphérique. Les
méthodes de caractérisation bactériologique décrites ont permis une identification
préliminaire des isolats des biotopes cités (sol + racines de I’orge des rats « Hordeum
murinum »). La sélection basée sur la production d’un pigment jaune - vert fluorescent. La
production de ce dernier et les caractéres macromorphologiques sur le milieu King B, nous

onyt permis d’obtenir 40 isolats bactériens.

Les résultats obtenus apreés une purification, ont permis de retenir 29 isolats de
Pseudomonas fluorescents repartis en deux groupes (groupe 01 ; 16 isolats du site d’Oued El
Kheir et groupe 02 ; 13 isolats du site de Sidi Lakhdar).

V.2. Identification des bactéries isolées et purifiées
V.2.1. Examen macroscopique

Sur le milieu gélosé King B la présence des colonies de 0,6 - 1 mm de diamétre de
forme renflée, foncée, circulaire, muqueuse et homogene, avec une pigmentation fluorescente
de couleur jaune verdatre (fig. 09). Ces mémes caractéristiques ont été constatées chez les

Pseudomonas fluorescent par Idder (2013).

Figure 09. Aspect macroscopique de Pseudomonas fluorescent sur gélose King B, isolé a
partir du sol rhizosphérique.
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V.2.2. Examen microscopique
V.2.2.1. Examen a I’état frais

Les bactéries examinées a I’état frais, apparaissent mobiles sous microscope (tableau
03). La présence des flagelles polaires permet a ces bactéries de se déplacer facilement dans

leurs environnements (Stanzin, 2017).

V.2.2.2. Coloration de Gram

Sous microscope optique et a émersion au grossissement X100, la coloration de Gram
réalisée a partir des colonies distinctes, montrent la présence des cellules de forme bacillaire

et de couleur rose est donc a coloration de Gram négative (fig. 10).

Figure 10. Aspect microscopique de Pseudomonas fluorescent (X1000).

V.2.3. Test biochimique
V.2.3.1. Recherche de I’oxydase

La mise en évidence d’un cytochrome oxydase qui oxyde le cytochrome ¢ présent
dans la chaine respiratoire, grace a des réactifs ayant le méme potentiel d’oxydo-réduction (N-
méthylé du paraphénylene diamine), montre que les bactéries testées sont oxydase positive

(fig. 11) se traduit par I’apparition d’une couleur violette tres foncée (Delarras, 2014).

V.2.3.2 Recherche de la catalase
Chez les bacteéries isolées, le dégagement du gaz sous forme de bulles d’aire, di a la
dégradation de I’eau oxygénee formée, en eau et en oxygene comme indique la formule

(Delarras, 2014) citée ci-dessous, montre la présence d’une catalase positive (fig.12) :
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H,0, Catalase > Ho0 + 1% 0,

Témoin Test

Figure 11. Test de I’oxydase.

Témoin Test

Figure 12. Test de la catalase.

V.2.4. Mise en culture des Pseudomonas a 4°C et 42°C

La culture positive des boites soumises a une incubation & 4°C indique que tous les
isolats appartiennent au genre Pseudomonas fluorescents (tableau 03). Les Pseudomonas
fluorescents ne poussent pas a la température 42°C mais se développent facilement dans a
4°C (Djibaoui et Bensoltan, 2005).
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Tableau 03. Caractéres morphologique, biochimique des Pseudomonas fluorescents.

Isolats %ﬂg?g&n forme | mobilité | oxydase | catalase Cr;f;? (r;ce Crmzf%nce a
A - i + i - +
B - + + + - +
E - + + + - +
G - + ++ + - +
H - + + + - +
| - + ++ + - +
J - + ++ + - +
K - + ++ + - +
L - + + + - +
N - + +++ + - +
Q - + +++ + - +
R - + + + - +
S - + ++ + - +
1 - e + + + - +
2 - 5 + + + - +
3 - 2 + - + - +
9 - + + + - +
10 - + ++ + - +
11 - i 4+ i - +
12 - + - + - +
14 - + + + - +
15 - + + + - +
17 - + + + - +
19 - + + + - +
21 - + + + - +
22 - + ++ + - +
25 - + + + - +
26 - + - + - +
28 - + + + - +

(-) : négative

(+) : positive

(++) : Fortement positive
(+++) : extrainement positive
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V.3 Test de la résistance des Pseudomonas fluorescents au cuivre

Les résultats de la croissance des Pseudomonas sur gélose nutritive additionnée de
CuSO4, 5H,0 a différentes concentrations (0,5 - 5 mM) sont indiqués dans le tableau 04.

Tableau 04. Effet du sulfate de cuivre sur la croissance des isolats de Pseudomonas

fluorescents

Isolats Concentrations du sulfate de cuivre (mM)

05 | 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4 4,5 5

A ++ + - - - - - - - -
B ++ + - - - - - - - -
E ++ + - - - - - - - -
G ++ + + - - - - - - -
H ++ + - - - - - - - -
| ++ + - - - - - - - -
J ++ + - - - - - - - -
K ++ | ++ ++ - - - - - - -
L ++ | ++ - - - - - - - -
N ++ | ++ - - - - - - - -
G ++ | ++ + - - - - - - -
R ++ | ++ + - - - - - - -
S ++ | ++ + - - - - - - -
1 ++ | ++ - - - - - - - -
2 ++ + - - - - - - - -
3 ++ + - - - - - - - -
9 ++ + - - - - - - - -
10 ++ + - - - - - - - -
11 ++ | ++ - - - - - - - -
12 ++ | ++ - - - - - - - -
14 ++ | ++ ++ - - - - - - -
15 ++ + - - - - - - - -
17 ++ + - - - - - - - -
19 ++ + - - - - - - - -
21 ++ + + - - - - - - -
22 ++ + + - - - - - - -
25 ++ + - - - - - - - -
26 ++ + - - - - - - - -
28 ++ + - - - - - - - -

(-) absence de la croissance ; (+) : Faible croissance ; (++) : croissance abondante.
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Tous les isolats ont poussés abondamment dans le milieu de culture a 0,5 mM, dont 19
bactéries ont été développées sur la gélose nutritive additionnée de 1 mM de sulfate de cuivre
hydratée. A cette méme concentration d’autres bactéries étudiées (10 isolats), ont montrées
une faible croissance sur ce milieu. Par ailleurs a la concentration de 1,5 mM, nous avons
constaté le développement des isolats K et 14.

Des travaux scientifiques réalisés par Andersen et al. (1991) ont montrés que les
souches de Pseudomonas syringae toléres des concentrations de cuivre allons de 0,3 mM
jusqu’au 1,2 mM. Par ailleurs, Aillo et al. (2015) ont montré que les souches sensibles se
développaient uniquement sur de milieu additionné de 0,40 - 0,80 mM de sulfate de cuivre :
(de faible résistance avec 1 - 1,6 mM), (résistantes avec, 1,8 - 2,4 mM) et (tres résistants avec
2,6 - 3,2 mM).

Dans notre expérimentation les isolats les plus résistants au cuivre montrent une

couleur Jaune trés intense.

Cependant, des études de recherche réalisées par Ramos et Rosato (1996) montrent
que la souche Xanthomonas (484) présentait une couleur ocre plus intense, lorsqu'elle était

cultivée sur du milieu additionné de cuivre, ce qui suggerait une accumulation de ce métal.

Selon Altimira et al. (2012), cinqg bactéries isolés a partir de sols pollués au cuivre ont
montré une résistance élevée au cuivre et une résistance a d'autres métaux lourds. Cette

résistance est due a la présence du gene Cop A dans les plasmides de ces bactéries.

Des travaux de Huseyin et al. (2005), montrent que des mutations au niveau du géne
ORF5 ont entrainées un phénotype de résistance au cuivre.

Francisco et al. (2014) suggérent que la sélection de souches résistantes au cuivre
pourrait étre une raison majeure pour les échecs de contrdle de gestion des bactéricides
composés de cuivre. La plupart des isolats résistants au cuivre abritaient des plasmides, bien
que la majorité d'entre eux contienne un plasmide de 62 kb qui a était également présent dans
les souches sensibles au cuivre. Les plasmides de 62 kb ont été différenciés par analyse
d'enzymes de restriction et hybridation & 'ADN copABCD. Le type de plasmide résistant au
cuivre le plus fréquemment trouvé était transférable par conjugaison. Les hybridations par
transfert de Southern ont montré, que des déterminants génetiques partiellement homologues

de copABCD étaient présents dans toutes les souches résistantes au cuivre examinées et
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étaient habituellement associés a des plasmides, ces déterminants n'ont pas été détectés dans

les souches sensibles au cuivre.

V.4. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

La concentration minimale inhibitrice (CMI) a été définie comme la plus faible
concentration des échantillons testés ou I’absence de croissance a été enregistrer (ARABI,
2018). La CMI de cuivre a été déterminé a des concentrations de 1,5 - 2 mM. Les valeurs de
la CMI mentionnée dans le tableau 05, indique que les deux isolats de Pseudomonas
fluorescents (K et 14) ont révélées une résistance importante au sulfate de cuivre, sachant que
les deux bactéries tolérent la concentration du sulfate de cuivre jusqu’au 1,5 mM. Cependant
la valeur de la CMI elle est de I’ordre de 1,6 mM (tableau 05) pour les deux isolats étudiés
(fig. 13). D’autres etudes montrent que Pseudomonas putida CZ1 ont enregistré une valeur de
CMI de au 1 mM pour le cuivre et 3 mM pour le zinc (Chen et al., 2006).

D’apres Virender et al. (2010) la CMI de cuivre chez les souches Pseudomonas testeés,
est située entre 180 et 300 pg/ml. Cette méme valeur est constatée par Rajbhansi (2008).

Tableau 05. Concentration minimale inhibitrice du cuivre vis-a-vis les deux isolats de
Pseudomonas fluorescents étudiés.

Concentration du sulfate de cuivre (mM)
Isolats 1,5 1,6 1,7 1,8 1,9
14 ++ - - - -
K ++ - - = =
(-) : négative
(+) : positive

CMI=1,6 mM

Figure 13. Concentration minimale inhibitrice du sulfate de cuivre via-a-vis Pseudomonas
fluorecsens en milieu solide.
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V.5. Mise en évidence de I’effet du cuivre sur la croissance des Pseudomonas
fluorescents

Pour évaluer I’effet de cuivre sur la croissance de Pseudomonas fluorescents, des
cultures ont été réalisées en milieu liquide. La croissance est determinée par la mesure de la

densité optique chaque 2 heures pendant 24 heures.

Les résultats obtenus, montrent que la croissance est légerement ralentie dans le milieu
contenant le cuivre par rapport a celle du témoin (fig. 14, 15). Ce ralentissement est
probablement di a la phase d’adaptation des bactéries aux conditions de la culture. Tandis
que le cuivre & des concentrations inferieures a 1,6 mM n’inhibe pas les bactéries mais fait

ralentir leurs croissances.

Bien que, les bactéries cultivees en milieu King B liquide se développe mieux dont
celui qui contient du cuivre (fig. 16, 17), contrairement aux témoins pour les deux isolats
étudiés, ce qui explique la maniere avec la quelle la bactérie se défendu aux agents toxiques,

et cela est déja justifié par la pigmentation intense sur les milieux gélosés.
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Figure 14. Evaluation de I’effet de sulfate de cuivre sur la croissance de Pseudomonas
fluorecens dans bouillon nutritif.
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Figure 15. Evaluation de I’effet du sulfate de cuivre sur la croissance de Pseudomonas
fluorecens dans le milieu King B liquide.
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Figure 16. Evaluation de I’effet de sulfate de cuivre sur la croissance de Pseudomonas
fluorecens dans deux milieux liquide (Bouillon nutritif et King B).
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Figure 17. Evaluation de la croissance de Pseudomonas fluorecens dans deux milieux liquide
(Bouillon nutritif et King B).
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V.6. ldentification des deux isolats les plus résistants au cuivre par des galeries
API 20NE

Des galeries biochimiques de type AP 20NE (fig. 18), ont été utilisées pour identifier
les bactéries (k et 14) les plus performantes, c’est-a-dire résistantes a des concentrations
modérément élevées. Les résultats de ces examens biochimiques obtenus (tableau 06)
permettent d’identifier les deux isolats étudiés comme Pseudomonas fluerescens. Ces mémes

caractéristiques biochimiques ont été révelées par Leyral et Joffin (1998).

Tableau 06. Résultats des tests biochimiques obtenus par des galeries AP1 20 NE.

Tests Isolat (K) Isolat (14)
NO3 = =

TRP
GLU = =
ADH - + /-
URE = =
ESC - -
GEL A A
PNPG
GLU
ARA

MNE

MAN
NAG + /-
MAL - +
GNT +
CAP + +
ADI -
MLT + -
CIT + +
PAC - -
OX + +

++ |+ |+

~
1

=+

() : négative, (+) : positive, (+/-) : plus au moins

Figure 18. Galerie biochimique API 20 NE de Pseudomonas fluorescens.
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Conclusion

A la lumiere des résultats obtenus, I’utilisation des pesticides dans I’agriculture comme
traitement antimicrobien plus particulierement contre des bactéries a un impact sur
I’environnement, peuvent affecter les fonctionnalités primordiales de la bactérie tel que la
fixation d’azote et la production de siderophores nécessaires pour maintenir la plante en bonne

santé.

Il & été clairement vu que les isolats étudiés montent une résistance au cuivre, mais ils
ne s’expriment pas de la méme maniére. Les valeurs de la CMI obtenues indiquent d’une part,
que les Pseudomonas fluerescents ayant le pouvoir de résister au cuivre et méme de I’accumuler
a des concentrations inferieur ou égale 1,5 mM, d’autre part représente une croissance stimulée

par ces métaux lourds.

Nous avons aussi démontré que le type de milieu de culture utilisé joue un réle important

dans la croissance de Pseudomonas fleuorescent et méme celui qui contient le cuivre.

Toutefois, ces deux bactéries identifiées font partis de I’espéce Pseudomonas

fluorescens.

Comme I’objectif de ce travail été d’évaluer le comportement de Pseudomonas
fluorescent qui se trouve dans un milieu contient de cuivre. Cependant, il est conseiller de
diminuer ou bien minimiser I’utilisation de ce genre de traitement agricole dans la culture de la
vigne qui influe par conséquence d’une facon négative sur la plante et de réfléchir a
I’exploitation de ces bactéries PGPR et en méme temps résistantes aux pesticides.

En perspectives, la poursuite de ce travail peut étre élargie aux points suivants :
- Déterminer les mécanismes de résistance de Pseudomonas fluorecsens au cuivre.
- Verifier est ce que Pseudomonas fluorecsens a une résistance vis-a-vis d’autres métaux lourds.

- Appliquer (in situ) les Pseudomonas comme PGPR et accumulateurs de métaux.
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Annexes

Coloration de Gram

Realiser un frottis ou un étalement.

Fixer la préparation a la flamme sans dépasser 50 - 60° (brievement supportable a la
main), ce qui les seche puis laisser refroidir la lame.

Immerger (ou inonder) les lames dans la solution de Cristal Violet pendant Imm.
Lavage a I'eau en transvasant les lames ou sous le robinet.

Immerger (ou inonder) les lames dans du Lugol pendant 1 mn en les agitant.

Laver & nouveau a l'eau.

Décolorer jusqu'a disparition de la couleur violette dans I'alcool en faisant couler
goutte & goutte sur la lame inclinée ou en immergeant les lames pendant une dizaine
de secondes dans le décolorant.

Laver a I'eau.

Contre colorer avec la solution de safranine diluée ou de fuchsine diluée pendant 20 a

30 secondes.

Laver & I'eau et sécher a I'air ou en chauffant vers 50°. Les lames doivent étre
parfaitement seches.

Observer a I'objectif x 100, en immersion avec de I'huile a immersion.
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| L'OXYDASE

1. Intérétr
i Bram -
2. Principe

Fdhi-diméthy-paraphdmylédas damins
ncolere

axpal i

Froduit coloré

rose visloce

3. Technigue

deueemert cur ke disque

“-'EI'PHIE-

4. Lecture
Pas de lecture ovant 30 secondes environ

Curture: sur &0

® [-f-ucmr' uri di.-l:que ACE irnl:lr'ég-ni sur une lame a Farde fune pince Flambaa,
+ dépeser une goutte de réocctit sur le disque non imprégne,
* owveo ums pipstis Pastewr prélever use colonic swr milicu sclide [&0) =t lo deposer

N A

La recherche de Poxydace précerte un intiérgt tawonomique en e qui concerne les backeries

Le test consiste 4 methre on Svidonce la caposité que posside la bastéric 4 owypdar an résctif
ineslare (ke MM-dimétnd —poraphénylens diamine) en un dérive rose violoce.

= Me pos utiliser l'anse metalligue powr prelever les bactéries. En effet. lo metd pout
Etre recomvert duk caopde et donmer un résulat Taussement posetif.
o Le milice solide ms deit poo contenir dindicabsur de pll, ni de gh.l-;idu:

Tachs ross violsts

La bactérie possede |'nctivite oxydase. elle

Pas de toche rose wicdlstis
La bacterie ne pesséde pes 'octivite ooxydase,

respiration])

o quantité de boctéaries nsuffisante

est dits - elie est dits -
-
Dacydase + @ Choydazs - {-—"I
Couses d'erreirs =

o humidification trop importante du disgue, entrainent une elimination du réactit

= reackif périme (| tester avee une souche oarpdese ¢ et une souche oxpdase -}
utiliation dun nstrument « oxydose + =

lecturs trop tardive : au dsla de 30 sccondes

o réalisation du Test sur wn milew glucidigue (une fermentation peut cocher one
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| LA CATALASE

1. Inférét
La recherche de lo cotolese présente un infErét faxonomique er o qui concerre les
bactéries a Sram +.

2  Priscipe
La cotalase est une enzyme qui eotalyse la dégradotion du peroxyde d'hwydrogéne {(H.0,)

Hz02 —= 30 + HazD
st Pocadgues formaotion de
pour kes barke-ies baalles

Le test consiste 4 mettre des bactéries en quantité suffisante en conmtact de persscyde

d'rydrogése (H,0L). 5i elles possédent la catolese, elles dégredent le peroxyde dhydrogéne
eneou et dicspgéne visible por la fermation de bulles

3. Techmigue ;

=  déposer sur une lome une goutte d'eau oxygénts (- peroxyde dhydregéne) d Vaide dume
pipetie Posteur

» prélever une colonie a l'aide de l'anse

# dissocier lo calonie dans lo goutie

Emur
ooy
(HeG)

%’l %‘f
Bemorges ; Futilisation de Panso oot possible a condition gu'slle me posséde pas daction
catalasique, ce que FNon vérifiera Tacilement por an Test sans bactéris,

4. Lechure
Bulles doxygéne Pas de balle
Le bactérie posséde le eotalese, elle est|La bocteric ne poss@de pos la eotalose, dle
dite - est dite -

Catalase + @ Catalase — O

Causes d'erreurs :
o redisation du fest sur un miliey conterant la cotolose
Exemple : réalisotion du #est 4 portie de colories prélevées sur gelose au sang
{I'hémoglobine posséde ume activite eatalocigue powsant done dorner des recaltots
fausssment positifs)
o guontité de bactéries imsuf Tisante
o cou oxygeEnee perimes {la tester evec une souche catalaze +)
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Milieux de culture

Gélose nutritive

Extrait deviande... ............... 1,09
Extrait de levure........ ........... 2049
Peptone.........coooieiiiiiniinnn, 5,0g
Chlorure de sodium............. 15,0 ml
Adar ..o 15,049
Eau distillée...................... 100 g

PH. .o 7,4

milieu BN liquide

Peptone de caséine ............... 20 g
Sulfate de magnésium ........... 159
Phosphate bi-potassique.......... 159
Glycérol .......coooviiiiiiin, 10 ml

Eau distillée QSP................1000 ml

King B solide

Peptone de caseine ............... 20 g
Sulfate de magnésium ........... 159
Phosphate bi-potassique.......... 159
Glycérol .......coovvviiiiiinnnn. 10 ml
Adar ..o 209

Eau distillée QSP.............. 1000 mi
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Yapi
API 20 NE - SYSTEME D’IDENTIFICATION DES

BACILLES A GRAM NEGATIF NON

ENTEROBACTERIES

d’aprés bioMérieux sa

TABLEAU DE LECTURE

TESTS SUBSTRATS REACTIONS/ENZYMES RESULTATS
NEGATIF | POSITIF
NIT 1 + NIT 2/ 5 min
MNOz nitrate de potassium réduction des nitrates en nitrites incolore [ rose-rouge
Zn / 5 min
réduction des nitrates en azote rose | incolore
JAMES / immédiat
TRP tryptophane formation d'indole incolore
vert pale / jaune rose
GLU |glucose fermentation bleu a vert jaune
ADH arginine arginine dihydrolase jaune orange / rose f rouge
URE urée uréase jaune orange / rose f rouge
ESC |esculine hydrolyse (B-glucosidase) jaune gris ! marron / noir
GEL geélatine hvdrolvse (protéase pas de diffusion diffusion du
(4 l'encre de chine) ydrolyse (p ) du pigment pigment noir
PNPG p—nitrophény!-ﬁ-_l:)— B-galactosidase incolore jaune
galactopyranoside
| GLU | glucose assimilation transparence trouble
| .ARAl arabinose assimilation transparence trouble
MNE mannase assimilation transparence trouble
MAN| | mannitol assimilation transparence trouble
|[NAG| |N-acétyl-glucosamine |assimilation transparence trouble
MAL| |maltose assimilation transparence trouble
GNT| |gluconate assimilation transparence trouble
|CAP| |caprate assimilation transparence trouble
| ADI| adipate assimilation transparence trouble
MLT| | malate assimilation transparence trouble
CIT| |citrate assimilation transparence trouble
PAC| |phényl-acétate assimilation transparence trouble
[0).4 tétraméthyl-p- :
phenyléne diamine cytochrome-oxydase incolore violet
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TABLEAU D'IDENTIFICATION / IDENTIFICATION TABLE / PROZENTTABELLE /

TABLA DE IDENTIFICACION / TABELLA DI IDENTIFICAZIONE
% de réactions positives aprés 24-48 h & 30°C / % of positive reactions after 24-48 hrs at 30°C /

% der positiven Reaktionen nach 24-48 Std. bei 30°C /
% de las reacciones positivas después de 24-48 H a 30°C / % di reazioni positive dopo 24-48 ore a 30°C

API 20 NE V6.0
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