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Résumé

Le biofilm représente |le mode de vie prépondérant des bactéries dans |es écosystemes naturels.
Les biofilms sont particulierement connus pour leurs effets néfastes dans les domaines de la
santé publigue et de I'industrie, générant des charges économiques importantes. Néanmoins de
nombreux travaux permettent de valoriser leur réle. Un exemple de ces effets dits bénéfiques,
concerne I’implication des biofilms dans les phénomenes d’ agrégation des sols qui représente un
des aspects importants influencant positivement la croissance des plantes.

C'est dans ce contexte environnemental que s'inscrit le travail que nous proposons. En effet,
I’'une des contraintes majeures que subissent les sols est représentée par I'utilisation des
herbicides, qui permettent certainement de lutter contre les adventices, mais qui occasionnent des
effets néfastes au sol. Les plus importants de ces effets concernent la structure du sol et safertilité
et sont perceptibles a plus ou moins long terme.

La présente étude se propose d'étudier I'effet de deux herbicides «le norflurazon » et la
« prométryne » sur la formation de biofilm et la production d’exopolysaccharides chez une
bactérie isolée du sol : Burkholderia fungorum souche Bf0O1.

B. fungorum souche BO1 s est montrée capable de former un biofilm sur la surface « verre » en
présence comme en absence du norflurazon et de la prométryne. Si I’ analyse des cinétiques de
croissance a montré une baisse de production de biomasse en présence du norflurazon et de la
prométryne, celle-ci est concomitante a une augmentation de leur biosynthese
d exopolysaccharides. Il est a noter que Burkholderia fungorum souche Bf01, comme la plupart
des rhizobacteries est une bactérie a croissance rapide.

Par ailleurs, Burkholderia fungorum souche Bf01 présente un potentiel PGPR, puisqu’elle
permet |I’amélioration de la croissance du blé dur (Triticum durum L.) var. MBB en présence du
norflurazon et de la prométryne, suggérant ainsi une forte réduction du stress oxydant dd au
norflurazon, particuliérement pour les plantules traitées aux plus fortes concentrations.

Ainsi, la capacité de produire les biofilms, la tolérance au norflurazon et a la prométryne, la
production d’ EPS et son effet PGPR font de la bactérie Burkholderia fungorum souche BfO1 une
candidate pour I’inoculation du blé dur.

Mots clés: Biofilm, Exopolysaccharides, Blé dur (Triticum durum L.), Burkholderia, Herbicides,
PGPR.



Liste des abréviations

CLSM : confocal laser scanning microscopy(microscopie confocale a balayage laser).
cm: centimétre.
CV: cristal violet
CMI : concentration minimale inhibitrice
DO: densité optique
°C: degré Celsius.
EDS: eau distillée stérile.
EPS: exopolysaccharides
(9): gramme.
ITGC: institut technique des grandes cultures.
KCl : Chlorure de potassium.
M : molaire
mL : millilitre
mg : milligramme
NFZ : norflurazon
N4 N° N®:  concentrations en norflurazon 10 molaire, 10°molaire et 10° molaire.
PGPR : plants growth promoting rhizobacteria
PM : prométryne
P4 PS, Pe: concentrations de prométryne 10 molaire, 10°molaire et 10°® molaire.
SPE : substances polymeériques extracellulaires
T: témoin
TSB: Tryptic soya broth.
TY : tryptone yeast.
Trdmin: tours par minute.
Var MBB : variété Mohamed Bel Bachir.
YE: yeast extract.
YESB : yeast extract saccharose broth.

Mg : microgramme
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INTRODUCTION

I ntroduction

Les communautés microbiennes vivant dans le sol, catalysent de nombreux processus
importants pour la fertilité des sols et la croissance des plantes.

Dans la nature, ces communautes bactériennes jouent un réle clé dans la production et la
dégradation de la matiere organique, la degradation de nombreux polluants de
I'environnement et le déroulement des cycles biogéochimiques qui maintiennent la biosphére.
Les microbiologistes de I’environnement ont depuis longtemps reconnu que la plupart de ces
processus naturels exigent un effort concerté de bactéries avec differentes capacités
métaboliques (Makin et al., 1996).

La plupart de ces communautés bactériennes se concentrent a I’interface de la racine et du sol,
zone appelée rhizosphére et qui représente le site privilégié a la prolifération des
microorganismes et de ce fait, lieu d’activité bactérienne intense.

Cette concentration de microorganismes est la conséquence de I’exsudation racinaire, rendant
cet espace tres riche en nutriments. Ce phénomene permet le transfert de 20 a 30% des
photosynthétats vers les racines, dont une partie est libérée dans la rhizosphere, entretenant
ainsi un cortége bactérien trés important: c’est I’effet rhizosphére exercé par la plante (Bais et
al., 2006).

Dans cet environnement naturel, les microorganismes vivent en colonies attachées a des
surfaces biotiques ou abiotiques (racines de plantes ou particules du sol) organisées en
communautés structurees et souvent englobées dans une matrice d’exopolymeéres. Ce mode de
développement appelé biofilm a pris une importance particuliére, lorsqu’il a été établi qu’il
était impliqué dans le renforcement de la résistance des plantes aux stress environnementaux
(Danhorn et fugua, 2004) et dans la bioremédiation des environnements pollués
(Perumbakkam et al., 2006).

La plupart des rhizobactéries associées aux plantes sont commensales; certaines influencent
négativement la croissance et de facon générale la physiologie de la plante : ce sont les
bactéries phytopathogénes. A I’encontre, il existe des bactéries rhizosphériques dites a effet
PGPR (plant growth promoting rhizobacteria), qui exercent un effet positif sur la croissance
des plantes a travers des mécanismes directs tels que la solubilisation des éléments nutritifs, la
fixation d’azote, la production de régulateurs de croissance (phytohormones) ou par des
mécanismes indirects tels quela production d’exopolysaccharides, la stimulation du
développement des mycorhizes, I’exclusion compétitive des agents pathogenes (Bashan et
De-Bashan, 2010).



INTRODUCTION

Parmi les rhizobactéries qui jouent un rdle dans la promotion de la croissance des plantes,
certaines especes appartenant au genre Burkholderia ont été signalées (Conye et Vandamne,
2003).

Toutefois ces communautés bactériennes sont fortement influencées par divers facteurs,
notamment les produits agrochimiques, comme par exemple les herbicides (Ahemad et Khan.
2010a). Ces microorganismes peuvent étre tolérants ou résistants a I’égard d’un herbicide
particulier.

A travers cette étude, nous nous sommes proposés d’étudier le comportement d’une souche
bactérienne isolée du sol, face a une situation de stress genérée par deux herbicides le
norflurazon et la prométryne.

Notre principal objectif est d’évaluer la capacité a former le biofilm par Burkholderia
fungorum souche Bf01 en présence du norflurazon et de la prométryne.

Parallelement a la formation du biofilm, la production d’EPS ainsi que la croissance de
B.fungorum souche Bf01 ont été suivies.

Enfin, nous avons évalué le potentiel PGPR de B. fungorum souche Bf01 sur le blé dur

(Triticum durum L.) variété Mohamed Belbachir traité par le norflurazon et la prométryne.
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1. Lesbiofilms

1.1. Définition, ubiquité et intér ét.
Une définition communément admise, c’est celle de Donlan et Costerton qui définit le biofilm
comme étant une communauté microbienne sessile caractérisée par des cellules attachées de
maniere irréversible a un substrat, une interface ou tout simplement entre elles. Celles-ci sont
enrobées d’une matrice extracellulaire de substances polymériques (en général
polysaccharides) qu’elles ont elles-mémes produites (Donlan et Costerton, 2002).
Les bactéries qui ne vivent pas en biofilm sont libres en suspension; elles sont dites
planctoniques en opposition a celles qui vivent en biofilm, dites sessiles.
Un biofilm peut étre constitué d’une seule espéce bactérienne ou de plusieurs espéces de
bactéries, mais il peut aussi étre composé de champignons, algues ou protozoaires.
Dans les écosystemes naturels 99% des bactéries se developpent en biofilms (Donlan et
Costerton, 2002), sur une grande variété de surfaces telles que les métaux, les plastiques, les
tissus vivants (tissus humains, feuilles et racines de végétaux), les surfaces minérales (pierres,
bétons).
L’influence de I’environnement sur la bactérie est importante en raison de la petite taille de ce
microorganisme, qui est en contact intime avec le vaste milieu qui I’entoure. La principale
stratégie de défense des bactéries dans I’environnement est assurée par le biofilm, au sein
duquel ces microorganismes se multiplient et se protégent contre toutes les agressions du
milieu, leur permettant ainsi de survivre.
Le développement microbien sous forme de biofilm, constitue un moyen efficace pour les
microorganismes de subsister dans un microenvironnement défavorable a leur croissance.
Cette structure particuliére leur confere également des propriétés spécifiques de résistance,

entrainant de nombreux problémes dans différents secteurs d’activités.

1.2. Méthodes d’ é&ude des biofilms
L'application de la microscopie confocale a balayage laser (CSLM) a radicalement modifié la
perception de la structure et de la fonction du biofilm. La CSLM qui permet la visualisation
des échantillons complétement hydratées, a révélé la structure tridimensionnelle des biofilms
(De Beer et al., 1995).

1.2.1. Lesbiofilms néfastes
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Dans le domaine de la santé, le probleme le plus commun est la formation de la plaque
dentaire a I’origine des caries. Les biofilms sont a I’origine d’infections plus sérieuses liées a
leur formation sur le matériel médical (seringues..., cathéters ou implants : implants
intraoculaires, valves cardiaques, prothéses...) (Kodjikian et al., 2006) ainsi que sur les tissus
corporels comme les yeux ou les poumons (Costerton et al., 1999). L’éradication des biofilms
pathogénes pose de réels problémes car les antibiotiques classiques ne sont efficaces que sur
les bactéries planctoniques et révelent une efficacité quasiment nulle sur les biofilms.

En industrie agroalimentaire I’impact des biofilms n’est pas meilleur (Boulangé-Petermann,
1996) touchant tous les secteurs: laiteries, industries de transformation de viandes, sucreries
etc...

L’ensemble des secteurs industriels est également confronté a la bio- détérioration des
matériaux sur lesquels s’installent les biofilms notamment les metaux on parle de

biocorrosion ou corrosion microbienne (Beech et Sunner, 2004).

1.2.2. Lesbiofilms bénéfiques
Un des meilleurs exemples pour illustrer les effets bénéfiques du biofilm est sa mise en
application dans le domaine du traitement des effluents (Rittmann, 2007).
Les biofilms peuvent étre utilisés comme indicateurs de pollution, afin de déterminer le degré
de pollution des cours d’eau ou le risque représenté par les substances toxiques (Sabater et al.,
2007).
Dans I’industrie, les biofilms sont de plus en plus utilisés par les biotechnologies (Qureshi et
al., 2005). lls interviennent dans de nombreux procédés tels que la production
biotechnologique par des cellules fixées de biomolécules telles que les polysaccharides,
alcools, acides... (Bonilla et al., 2005 ; Villena et Gutiérrez-Correa, 2007).

1.3. Lesbiofilms dans de sol
Le fonctionnement global du sol fait intervenir de tres nombreux parameétres d’ordres
physiques, chimiques et biologiques. Dans cette problématique de qualité, les biofilms du sol
tiennent une place tres importante. Ces systémes microbiens se sont avérés des éléments
bénéfiques pour I’amélioration des capacités de production des sols (Calibrix, 2005).
Selon Hattori (1973), prés de 80 a 90% des micro-organismes telluriques se trouvent sur des
surfaces solides.
Dans le sol, il existe deux principales zones biologiquement actives:

» Larhizosphére (Morgan et al., 2005).
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e Les agrégats de sols, présentant des propriétés physico-chimiques différentes selon
leur origine (Sexstone et al., 1985) et riches en particules organiques.
1.3.1. Lesbiofilmsdanslarhizosphére
La rhizosphere, définie par Hiltner (1904), comme étant le sol immédiatement influencé,
physiquement et biologiquement par les racines des plantes est une zone d’intenses activités
microbiennes. Comparée au sol nu, la rhizosphere est relativement riche en nutriments. C’est

I'interface indispensable entre les racines des plantes et le sol et lieu d’interactions diverses.
o Effet «rhizosphére»

L'effet des substances chimiques sécrétées par les racines des plantes sur les populations
microbiennes a été bien établi (Bais et al., 2006).

En conséquence, un certain nombre d’interactions bénéfiques et nocives entre les plantes et
les micro-organismes, localisées dans la rhizosphere ont été étudiées. (Ryu et al., 2003 ;

2004 ; Timmusk et al., 2005). Certaines de ces populations bactériennes sont particulierement
stimulées dans la rhizosphére, comme c’est le cas des Burkholderia sp. dans la rhizospheére du
mais (Hebbar et al., 1992).

Les biofilms ont dévoilé de nouvelles capacités de dégradation pour la bioremédiation des
sols contaminés par les xénobiotiques (Carvalho et al., 2001) et les métaux lourds (Travieso et
al., 2002).

Les plantes servent de support pour une large variété de biofilms ; les racines, les vaisseaux

conducteurs et les parties aériennes peuvent ainsi abriter ces biofilms (Fig 1.).

Surface foliaire

Racines

Vaisseaux
conducteurs

Figure 1. Sites de formation du biofilm sur les plantes. Photographie
d’Arabidopsis thaliana en croissance axénique (Eberl et al., 2007).
5



REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

Les bactéries réagissant avec les plantes, peuvent avoir différents roles: pathogenes,
commensales et bénéfiques. Le role bénéfique peut se matérialiser par un effet PGPR par
exemple, pour lesquelles la capacité a former un biofilm est essentielle pour la mise en place

d’une telle relation (Danhorn et Fuqua, 2004).
e Sitesdeformation debiofilmsracinaires

Les populations bactériennes proliferent a différents endroits de la racine, en réponse a la
libération des nutriments par I’exsudation racinaire des plantes.

Chez le blé par exemple, une large variété de populations bactériennes colonise les différentes
parties le long de la racine (Watt et al., 2006).

La diversité de la localisation des espéces microbiennes adhérentes aux racines, leur densité
ainsi que leurs activites métaboliques, refletent une hétérogénéité au niveau des sites de
colonisation traduite par, le type des cellules (la pointe racinaire, la zone d’élongation ainsi
que la zone basale), la chimie de surface et le taux d’exsudation qui varie en fonction de I’age
de la plante et de son état physiologique (Gregory, 2006).(Fig 2.).

fa) Surface biotigque

(s3] Surface abioticque

\
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Failrle disponibxilité en Forte disponibilité en
nutriments nutriments

Figure 2. Modéle hypothétique d’une racine et de la répartition spatiale des biofilms
(Rudrappa et al., 2008).
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1.4. Etapes de formation du biofilm
L’étude du biofilm est complexe et releve de I’interdisciplinarité : microbiologie, génétique,
physico-chimie de surface. L’approche par la génétique et la biologie moléculaire a permis un
progrés important dans la compréhension des mécanismes de formation et de développement
des biofilms.
Le developpement d’un biofilm est un processus dynamique qui se déroule en série d'étapes
séquentielles.
Au moins quatre étapes distinctes ont été observées pour caractériser ce processus (O'Toole et
al., 2000 ; Sauer, 2003)(Fig 3.).

» La fixation réversible,

» lafixation irréversible,

* lamaturation

» ladispersion.

Figure 3. Représentation schématique du processus de formation des biofilms
(Characklis, 1990).

Film primaire.

Transport vers la surface.

Adhésion réversible des bactéries.
Adhésion irréversible des bactéries.
Croissance du biofilm.
Détachement du biofilm

ook whE
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1.4.1. Transport verslasurface

La surface est le siége d’une adsorption irréversible de macromolécules telles que des acides
humiques, des protéines ou des polysaccharides, conduisant a la formation d’un film
conditionnant « conditionning film » (Little et Jacobus, 1984 ; Ichida et Griffiths, 1990).

Les exsudats libérés a la surface racinaire, simulent le film conditionnant des surfaces
abiotiques. La mobilité des bactéries et le chimiotactisme offrent des avantages concurrentiels
aux bactéries du sol pour coloniser la rhizosphére (Lugtenberg et al. 2002).

Le chimiotactisme est important pendant la colonisation et la formation d'un biofilm, a la fois
dans I'h6te humain et dans I'environnement (Kirov et al., 2004 ). C’est aussi I'un des réseaux,
utilisés par les bactéries pour répondre aux signaux nutritionnels et de coloniser des niches qui

offrent des conditions optimales pour leur croissance (Wadhams et Armitage, 2004).

1.4.2. Adhésion du biofilm
Cette adhésion peut étre réversible et correspond a I’accumulation de microorganismes sur
une surface solide et implique le déplacement de la cellule vers le lieu de son adhésion.
L’approche des bactéries de la surface, nécessite différents appendices bactériens, tels que les
flagelles et les cils (Gavin et al., 2003).
Dans un premier temps, I’adhésion est due a des interactions faibles entre la surface et les
bactéries (interactions de types Van der Waals). A ce stade, la bactérie peut se « désorber » de
la surface et retrouver son état planctonique.
Dans un deuxieme temps, I’adhésion devient irréversible grace a la secrétion d’exopolymeéres
par les bactéries, permettant de consolider leur fixation au support. Dans ce cas des
interactions fortes s’établissent entre la bactérie et la surface avec des liaisons de type
hydrophobe. La synthese des EPS, qui débute dés les premieres étapes de I’adhésion, se
poursuit pendant la maturation du biofilm (Spiers et al., 2003 ; Kuchma et al., 2005).
L’adhésion bactérienne sur le support solide met en jeu différents types d’interactions, selon
la nature du substrat a coloniser. Elle se différencie en adhésion non spécifique, si le support
est abiotique la fixation sera médiée par des interactions non spécifiques de type hydrophobes
ou encore en adhésion specifique, lorsque I’adhésion se fait sur un tissu vivant, elle met en

jeu des mecanismes moléculaires spécifiques type lectine ou adhesine (Dunne, 2002).
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e Facteursinfluencant I’adhésion

Les facteurs influencant I’adhésion bacterienne sont nombreux et de natures diverses. Ce sont
les facteurs pouvant faire varier les composantes de I’adhésion (support- bactérie -milieu
suspendant).

Les propriétés physico-chimiques de la surface peuvent exercer une grande influence sur le
taux et I’importance de I’attachement (rugosité de la surface, hydrophobicité de la surface et
présence ou non d’un film organique)

Par ailleurs, les bactéries expriment a leurs surfaces certaines structures hydrophobes qui leurs
sont indispensables pour adhérer aux surfaces (Lahaye, 2006). L’hydrophobicité de la surface
cellulaire est importante dans I’adhésion parce qu’elles ont tendance a augmenter avec la
nature non polaire de I’'un ou les deux surfaces impliquéees (la surface cellulaire et la surface
du substrat).

La plupart des bactéries sont négativement chargées, mais contiennent encore des composants

de surface de nature hydrophobe.
- Lefimbriaie

Se sont des appendices non flagellaires, autres que ceux impliqués dans le transfert d’acides
nucléiques bactérien (nommeés pili sexuels). Le fimbriaie (pili communs) joue un réle dans
I’hydrophobicité de la surface cellulaire et I’attachement, probablement pour vaincre la
barriére de la répulsion électrostatique initiale qui existe entre la cellule et le substrat (Donlan,
2002).

- Lesflagelles

Les flagelles sont des appendices extracellulaires constitues de flagelline ancrée sur un corps
basal dont la structure dépend du type de paroi du microrganisme. Les flagelles permettent a
la bactérie de se mouvoir dans son environnement et donc de se déplacer vers des milieux ou
les conditions sont plus favorables (Rubio, 2002). Ils jouent apparemment un réle important
dans les premiéres étapes d’attachement bactérien pour vaincre les forces répulsives associées

avec le substrat (Donlan, 2002).
- Leslipopolysaccharides

Les lipopolysaccharides (LPS) forment le feuillet externe de I’enveloppe bactérienne des
bactéries a Gram négatif et semblent également jouer un rdle particulier dans la formation du
biofilm (Filloux et Vallet, 2003).
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D’une maniere génerale, I’attachement des bactéries a lieu préférentiellement sur des surfaces
rugueuses, hydrophobes et préalablement recouvertes d’un film protéique. Il est admis que les
micro-organismes hydrophobes adhérents fortement sur des matériaux hydrophobes, alors que
les micro-organismes hydrophiles adhérents plus fortement sur des matériaux hydrophiles
(Briandet et al., 2001).

La composition du milieu suspendant peut aussi avoir une influence sur I'adhésion
bactérienne. Le pH et la force ionique, en modifiant les composantes électrostatiques de la
surface du microorganisme, vont conduire a une adhésion différente des bactéries sur les
supports solides (Pembrey et al., 1999 ; Jana et al., 2000).

1.4.3. Croissance du biofilm

Les bactéries ne sont pas dispersées de maniére homogene, mais ont tendance a former des
microcolonies, dont la différenciation permet I’élaboration du biofilm (O’Toole, 2005).

La phase de différenciation et de maturation du biofilm correspond a I’organisation du biofilm
dont la structure est complexe: microcolonies de bactéries reliées entre elles par des canaux
aqueux, permettant le transport de I’oxygeéne, des nutriments, mais aussi des déchets
bactériens (Lahaye, 2002). Le biofilm mature se caractérise donc par une stratification des
conditions physiologiques des bactéries (Donlan et Costerton , 2002) et I’état métabolique des
bactéries dépend ainsi de leur localisation au sein du biofilm.

1.4.4. Dispersion du biofilm
La derniere étape de la formation du biofilm montre que certaines bactéries peuvent se
détacher par endroit. Sauer et ses collaborateurs (2002) ont étudié le profil protéomique de
differents stades de développement de biofilms de P. aeruginosa. Certaines cellules
présentent un phénotype proche des cellules planctoniques, permettant de déecrire I’évolution

d’un biofilm, comme comprenant une phase de dispersion.

1.5. Propriétés des bactériesau sein du biofilm
Ce qui caractérise un biofilm, c’est son importante structuration spatiale qui repose sur des
mécanismes de communication cellulaire complexes. Le comportement sessile est un

comportement de population et non pas la somme de comportements individuels.
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1.5.1. La coopérativité métabolique : Quorum Sensing

La dynamique du biofilm repose sur un comportement collectif. Les bactéries au sein du
biofilm communiquent entre elles par de petites molécules signal. Ces échanges
d’informations permettent aux individus d’évaluer la densité cellulaire locale, dans le but
d’initier une réponse concertée de la population bactérienne. Cette régulation, population
dépendante est appelée quorum sensing. Les molécules signal n’ont pas la méme origine
chimique : pour les bactéries Gram négatif les « Acyl HomoSerine Lactone » (AHL ou
AHSL) sont les plus freqguemment rencontrés, tandis que pour les bactéries a Gram positif, ce
sont plutot de petits peptides (Eberl et al., 1996).

1.5.2. Larésistance aux biocides
Le mode biofilm favorise I’émergence d’une résistance accrue aux agents antimicrobiens et
aux biocides. En effet, les bactéries ayant un mode de vie sessile présentent une résistance aux
antibiotiques 100 fois plus importante que leurs homologues planctoniques. Les EPS retardent
la pénétration des agents antimicrobiens et agissent comme une barriere contre la diffusion de

ces molécules (Davey et O’Toole, 2000).

1.5.3. Letransfert horizontal desgénesou HGT

Les biofilms constituent également un espace idéal pour I'échange de mateériel génétique et le
maintien d'un patrimoine génétique important et accessible. Le transfert horizontal de genes
est facilité, puisque les cellules sont maintenues & proximité les unes des autres et peuvent
échanger des informations génétiques. En 1999, Hausner et Wuertz ont signalé des taux de
conjugaison significativement plus élevés dans les biofilms bactériens que dans les
populations planctoniques. La transformation naturelle permet d'améliorer les processus de
bioremediation effectués par les biofilms (Perumbakkam, 2006).

Les transferts génétiques horizontaux (HGT) rencontres au sein des populations microbiennes
telluriques, représentent un facteur important de la diversité génétique (Trevors et al., 1996 ;
Pietramellara et al., 2002).

1.5.4. La syntrophie

Le syntrophisme est un cas particulier de symbiose dans laquelle deux bactéries

11
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métaboliquement distinctes dépendent I’une de I’autre pour I’utilisation de certains substrats
(Kokare et Chakraborty, 2009).

Un biofilm est composé de plusieurs souches, les produits métaboliques d'une souche peuvent
servir comme substrat pour une autre et la capacité de s'attacher d'une cellule peut procurer
des sites d'attachement a d'autres (Dunne, 2002). Le biofilm fournit un environnement ideal

pour la mise en place de relations syntrophiques.

1.6. Composition du biofilm
Le biofilm bactérien est composé de bactéries enrobées dans une matrice extracellulaire. La
matrice est composée essentiellement d’eau (97%) et de substances polymériques
extracellulaires (SPE) majoritairement constituées de polysaccharides extracellulaires (EPS),
mais aussi de protéines, lipides, acides nucléiques et substances humiques (Wingender et al.,
1999).

2. Lespolysaccharides bactériens
La production des EPS est une propriété générale de microorganismes eucaryotes (especes
fongiques) et procaryotes (bactéries). La plus part des bactéries aussi bien Gram-Négative que
Gram- positive, synthétisent plusieurs types de polysaccharides, incluant:
» Les polysaccharides intracellulaires servent généralement de réserves métaboliques.
» Les polysaccharides structuraux, participent a I’architecture de la paroi cellulaire
(lipopolysaccharides : LPS, peptidoglycanes, acides teichoiques).
» Les polysaccharides extracellulaires : EPS, offrent notamment un réle protecteur a la
bactérie vis a vis de I’environnement dans lequel elle évolue et contribuent a la

virulence des especes pathogenes.

2.1. Définition
Les polysaccharides extracellulaires sont constitués de la répétition de monomeéres
saccharidiques. Ils peuvent étre constitués d’un seul type homopolysaccharides, ou de
plusieurs types hétéropolysaccharides. Des molécules non osidiques peuvent étre fixees,
comme des groupements acétate, pyruvate, succinate, ou phosphate pour former généralement
des polymeéres anioniques fortement hydratés, de masse moléculaire trés élevée, comprise
généralement entre 10° Da et 10° Da.

Les hétéropolysaccharides représentent la trés grande majorité des polysaccharides bactériens.

12



REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

Ils sont composes d’unités répétitives de 2 a 10 sucres de complexité variable et peuvent étre
ramifiés (épine dorsale) ou linéaires.

Les monosaccharides les plus fréguemment rencontrés sont le glucose, le galactose et le
rhamnose pour les oses neutres, I’acide glucuronique et I’acide galacturonique pour les oses

acides.

2.2. Facteursinfluencant la biosynthese des EPS

2.2.1. Effetsdes conditions de culture
Lors des fermentations, les conditions optimales de température, de pH, de tension d'oxygeéne,
de rapport C/N, de taux d’azote et de phosphore, de nature du substrat carboné, de vitesse
d'agitation et le temps d’incubation représentent des éléments determinant dans la production
d’EPS (Staudt, 2005). C’est ainsi que chez Burkholderia tropica par exemple, la vitesse
d’agitation (ou taux d’aération), influence grandement le rendement en EPS (Serrato et al.,
2006).

2.3. Effetsdes herbicides sur la production d’EPS bactériens

La sécrétion de polysaccharides a été constatée dans les systemes fonctionnant sous stress
(Avella-Vasquez, 2010). Cette augmentation de la biosynthése des EPS a été attribuée au réle
protecteur que conférent les EPS aux bactéries en milieux hostiles. Dudman (1964) a suggeré
que la capacité de production d’EPS constitue une réponse directe aux pressions sélectives de
I’environnement .Les herbicides étant naturellement non présents dans le sol, constituent un
facteur de stress pour la microfaune tellurique. Ahemad (2010 a) a montré une augmentation
de la production d’EPS d’une bactérie appartenant au genre Enterobacter en présence de
quatre herbicides. De la méme maniére Fusconi et Godinho (2002) soulignent une stimulation
de la production des EPS chez différentes espéces bactériennes en milieu contaminé par des
polluants.

2.4. Roles physiologiques des EPS
Plusieurs roles sont attribués aux EPS bactériens :

2.4.1. Protection des bactéries

13
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 Contre la dessiccation: Les EPS assurent a la bactérie une protection contre la
dessiccation de par leur caractere fortement hydraté (Schnider-Keel et al., 2001), ce qui
augmente le taux de survie des cellules produisant des EPS par rapport aux souches non
productrices .

» Contreles biocides et les xénaobiotiques. La nature visqueuse de la couche d’EPS a un
effet important sur les propriétés de diffusion des molécules entrant ou sortant de la
cellule et peut permettre de bloquer I’entrée d’ions meétalliques toxiques ou les
antibiotiques, comme les peptides antimicrobiens cationiques (Campos et al., 2004).

* Protection des enzymes bactériennes contre le lessivage

Plusieurs auteurs suggerent I’implication des EPS dans la prévention du lessivage des

enzymes, en les gardant pres des cellules qui les produisent, permettant ainsi la dégradation

effective du matériau polymere et de particules.

- La retention des proteines extracellulaires comme la lipase par l'alginate
(Flemming et Wingender, 2002).

- La complexation du chrome par les EPS favorise la réduction du chrome en
composés moins toxiques et plus solubles en protégeant les réductases constitutives
de Pseudomonas sp (Mercan et al., 2011).

- Lors d’un transfert horizontal des genes, les acides nucléiques adsorbés a des
particules d’argiles sont protégés par les EPS, contre la dégradation par les

nucléases (Calvayrac, 2011).

2.4.2. Role nutritionn€

Le caractere anionique des EPS leur permet de fixer des cations a la surface des bactéries et
de favoriser ainsi I’apport en minéraux essentiels et en nutriments necessaires a la croissance
bactérienne (Costerton et al., 1981).

Dans la rhizosphere, les EPS proviennent essentiellement des bactéries productrices d’EPS
ainsi que des exsudats racinaires des plantes. Ces polymeres peuvent servir de nutriments
pour les bactéries (role trophique), comme ils peuvent jouer un réle signaléique dans
I’établissement d’associations symbiotiques entre les rhizobiums (Gharzouli et al., 2012) mais

aussi certaines especes du genre Burkholderia avec les légumineuses (Chen et al., 2006).
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2.4.3. Roledans|’adhésion
Vandevivere et Kirchman en 1993, ont montré que I’attachement des bactéries sur un support
solide (tel que du sable) favorise la synthese des EPS; celle-ci caractérise I’adhésion

irréversible lors de la formation d’un biofilm.

2.4.4. Lemaintien del’architecture du biofilm

Les EPS jouent un rdle déterminant dans I’architecture du biofilm. La production de I’EPS
poly-B-1 ,6-N-acétylglucosamine (PNAG) a eté décrite dans les biofilms de Burkholderia
multivorans, Burkholderia viethamiensis, Burkholderia ambifaria, Burkholderia cepacia et
Burkholderia cenocepacia . Yakandawala (2011) attribue un r6le au PNAG dans le maintien
de I'intégrité du biofilm des Burkholderia.

Le renforcement de la structure du biofilm est crucial pour la stabilité et la poursuite des
interactions synergiques fondées sur la proximité spatiale des divers organismes du biofilm,

comme la syntrophie (Flemming et al., 2007).

2.4.5. Structuration du sol et rétention d’ eau
Les biofilms se développant sur les particules d’argiles contribuent fortement & I’agrégation
du sol en augmentant la porosité de celui ci, offrant ainsi une meilleure circulation de I’eau et
de I"air (Kaci et al., 2006). Par ailleurs, I’inoculation d’une bactérie productrice d’EPS dans la
rhizosphere du blé dur entrainait une augmentation de la masse de racines ainsi que la masse
de sol adhérant aux racines (Kaci et al., 2005). De méme que Blanchart et ses collaborateurs
(2000) ont montré que la sécrétion d’EPS par Burkholderia caribensis, permet une cohésion
parfaite entre les racines de certaines plantes (blé, tournesol) et le sol.
Les EPS, qu’ils soient d’origine végétale ou bactérienne contribuent a I’amélioration de la
rétention d’eau des sols. L’ amendement d’un sol argileux avec des EPS produits par une
souche de Rhizobium (KYGT207), a permis une amelioration de la rétention d’eau,
conséquence d’une augmentation du volume poral, suite a une réorganisation structurale du
sol (Kaci et Heulin, 2008).
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3. Lesherbicides

Les herbicides sont pour la plus part des xénobiotiques. Ils ne se trouvent donc pas, de fagon

naturelle dans les écosystemes. Largement utilisés en agriculture conventionnelle, les

herbicides améliorent la productivité des cultures en contrélant les mauvaises herbes.

En Algérie, I'usage des produits phytosanitaires se répand de plus en plus avec le

développement de I’agriculture. Environ 400 produits phytosanitaires sont homologués dont

une quarantaine de variéteés sont largement utilisées par les agriculteurs (Bouziani, 2007).

3.1. D€&finition

Les herbicides sont des substances utilisées pour éliminer des plantes indésirables (Cork et

Krueger, 1992). lls sont appelés aussi désherbants.

L application des herbicides est régie par deux imperatifs :

* Leurs modes d’action vis-a-vis de la plante a éliminer.

» Leurs types de sélectivité a I’égard de la culture a protéger.

3.2. Classification des herbicides

La classification des herbicides ne repose généralement pas sur leur nature chimique, trop

diversifiée, ni sur leur spécificité, qui dépend souvent de la dose d’emploi et du type

d’application. Par contre, il est possible de se baser sur la voie de pénétration et leur mode

d’action (Tableau I).

Tableau I. Classification des herbicides utilisés ( http://agroecologie.cirad.fr).

Herbicides a pénétration racinaire

Herbicides a pénétration
foliaire

Actionssur la
photosynthése

- Triazines : amétryne, atrazine, prométryne,
terbuthylazine, etc...

- Diazines— uraciles : bromacile

- Triazinones : héxazinone, métribuzine

- Urées substituées : diuron, chlortoluron, etc...

Bipyridyles: paraquat, diquat,
Diazines: bentazone, pyridate, etc

Action sur ladivision

- Toluidines: pendiméthaline, trifluraline, etc...

Carbamates : asulame.

cellulaire
Aryloacides : 2,4-D, 2,4-MCPA,
dichlorprop (2,4-DP), mécoprop
Action sur - Chloroacétamides: Alachlore, métazachlore, (MCPP)

I”éongation cellulaire

métolachlor, etc...

Dérivés picoliniques : triclopyr,
piclorame.

Inhibition dela
synthése des
caroténoides

Pyridazinones : Norflurazon
acides benzoiques : isoxaflutole,
isoxazolidinones : Clomazone.

Action sur labio-
synthése

Acides aminés : glufosinate-
ammonium, glyphosate, sulfosate
Lipides : graminicides (fluazifop-
P-butyl, haloxyfop-R, etc...).
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3.3. Lestriazines: définition et mode d’action
Ce groupe est constitué d’une quinzaine de composés répartis en quatre ensembles. Les
dérivés de la triazine symétrique qui constituent trois ensembles:

» Les chloro-diamino-S-triazines dont la simazine, I’atrazine et la propazine.

» Les méthoxy-diamino-S-triazines dont le terbuméton, simétone, atratone et prometone.

» Les méthylthio-S-triazines dont la prométryne, la simétryne ou amétryne.

» Les dérives de la triazine non symetrique représentés par la metribuzine (Tissut et

Severin, 1984)

Les triazines sont essentiellement utilisées en pré-levée de la culture ou des « mauvaises
herbes », mais elles sont aussi actives sur de trés jeunes plantes.
Les herbicides inhibiteurs du PS 1l agissent en s'incorporant au systeme de transfert
d'électrons situé dans la membrane des thylakoides. 1ls se comportent comme de véritables
barrages du courant d'électrons au niveau de la plastoquinone (Tissut et Severin, 1984).
L'inhibition du PS Il entraine dans un premier temps l'arrét du dégagement d'oxygene et de la
fixation du CO,. Les chlorophylles excitées permettent la production d'oxygene singulet,
forme tres reactive. L'oxygene singulet va rester actif et entrainera la destruction oxydative
des constituants du thylakoide, dont les pigments.
La prométryne, substance phytosanitaire de formule chimique C1oH19SNs, a usage d’herbicide
de certaines graminées et de certaines dicotylédones et utilisable dans les cultures de

tournesol, de céleri, de poireau, de pois, de blé, de carottes et de lentilles.

®r1 _N SCHs=
ﬁ"’“ _\\l‘I/
MNa !

NS N

RZ

Figure 4. Formule générale des S. triazines.

NH;
CH(CH3)2-NH N SCH3 Oy N - CHs
\]':. CHs \l[/
| o N
Na N CH3=| N
CHs
CH(CH3)2-NH
PROMETRYNE METRIBUZINE

Figure 5. Structure de quelques herbicides de la famille des triazines.
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3.4. LesPyridazinones: définition et mode d’ action
C’est une famille qui regroupe un nombre important d’herbicides qui affectent plusieurs
fonctions du métabolisme cellulaire. Parmi ces herbicides nous citons : le norflurazon, le
pyrazon, le SAN 9774 et le metflurazon.
Le norflurazon est un inhibiteur de la phytoéne desaturase, enzyme clef dans la voie de
biosynthése des caroténoides (Eder, 1979).
Le norflurazon exerce également un effet sur le contenu et la composition des lipides extra et

intra-chloroplastiques, en particulier les glycolipides (Abrous et al., 1998 ; Di Baccio et al.,
2002).

NORFLURAZON METFLURAZON SAN 9774

Figure 7. Structure de quelques herbicides de la famille des pyridazinones.

3.5. Séectivité des herbicides

Un produit est dit sélectif pour une culture donnée, lorsqu’il n’exerce pas d’action dépressive

sur cette culture a la dose normale d’utilisation. Certaines plantes supportent des doses
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d’herbicides que d’autres ne supportent pas, méme si leur état sanitaire est comparable. Il
n’existe aucun herbicide qui soit totalement inoffensif pour une culture donnée, quelle qu’elle
soit. La sélectivité est donc principalement une question de dose.
* Lasdectivité est dite physiologique: la plante peut elle-méme détoxifier le produit
en le métabolisant en dérivés inoffensifs. Cette sélectivité est tres fidéle.
» Lasdectivité physique: due a une différence d’anatomie, entre les mauvaises herbes
et la plante cultivée. Cette sélectivité est assez fidele.
* La séectivité de position : celle-ci ne concerne que les herbicides a pénétration
racinaire. Cette sélectivité est trés aleatoire car elle varie considérablement avec les

facteurs extérieurs comme la nature du sol, le régime des précipitations, etc.

3.6. Devenir des herbicides dansle sol

Au moment de son application, deux processus fondamentaux vont contribuer a la disparition
de la substance meére de I’herbicide, a partir du point d’application : La dispersion et la
dégradation (Fig. 8).

3.6.1. Dissipation par dispersion

Lors du traitement, le produit qui parvient au contact du sol est susceptible d’étre soumis a des
mouvements dont la mise en ceuvre et I’ampleur vont dépendre de I’état du produit (adsorbé,
libre...), de ses propriétés physiques (tension de vapeur, solubilité dans I’eau ...) et des
conditions climatiques (tempeérature, humidité du sol, mouvements de I’air, pluviosité...).
Ainsi, le produit peut:

* migrer dans la solution du sol par diffusion,

e passer dans I’air par volatilisation,

o @&tre entrainé verticalement par lixiviation ou lessivage,

o @&tre entrainé latéralement par ruissélement sous I’action des excédants d’eau.
La volatilisation et le transfert vers les profondeurs du sol ont une action néfaste tant du point
de vue agronomique (perte de produit hors de I’espace traité), qu’environnemental

(contamination de I’air, de I’eau et de surfaces non soumises au traitement).
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Yolatilisation

Ruissellement

e

[ Complexe |

argilo-
humique

Ads'orp'don |

processus physico-chimiques et/ ou
biologiques

|
|
|
Dégradation / Minéralisation Lixiviation

Figure 8. Processus de dispersion et de dégradation des pesticides (Kersante, 2003).

3.6.2. Dissipation par transformation de la matiére active

Lors du traitement, une partie du produit entre en contact avec la surface des constituants du

sol, tandis qu’une autre partie peut rester dans la solution du sol. En fonction de cette
répartition, de la nature des surfaces mises en jeu, de I’activité biologique et des propriétés
physico-chimiques, diverses réactions chimiques et/ou biochimiques peuvent intervenir et
conduire a la transformation, voire a la minéralisation du pesticide.

e Dégradation abiotique

Ce type de dégradation, d’origine chimique et/ou photochimique est le plus souvent
considéré comme mineur. Cependant nombreuses sont les revues bibliographiques soulignant

I’importance de ces voies de dégradation (Fusi, 1991).
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La photodécomposition est un processus de dégradation purement abiotique qui n’est possible
que lorsque la molécule est capable d’absorber le rayonnement U¥>290nm) (Scheunert,
1992).

La degradation abiotique peut intervenir dans la solution du sol ou I’hydrolyse acide ou

basique est la réaction la plus fréquente.
e Deégradation biotique ou biologique

Les réactions biotiques correspondent aux transformations se produisant dans les
organismes vivants du sol ou catalysées par des enzymes a I’intérieur ou a I’extéerieur des
cellules (Scheunert, 1992). Ces transformations consistent en des réactions d’hydrolyse,

d’oxydation, de reduction et de déshalogénation, en aérobiose comme en anaérobiose.
Les altérations biotiques differencient deux situations :

- la minéralisation : le pesticide est totalement dégradé en produits inorganiques de
faible poids moléculaire (CO,, H,O, CI-...). Ainsi Le pesticide sert de source de
carbone et d’énergie aux bactéries minéralisantes.

- Le cométabolisme: le pesticide est partiellement dégrade en meétabolites
intermédiaires. Cette dégradation est découplée du phénoméne de croissance de ces
especes dégradantes, et leur maintien pré-suppose la présence d’une source d’énergie et

de carbone dans le milieu (Holtz, 2008).

La biodégradation est la voie prépondérante de transformation et de dissipation des pesticides
dans le sol (Bazot et Lebeau, 2009), et constitue un concept de base pour la bioremédiation
(Soulas, 2004).

Les activités microbiennes responsables de la biodégradation dépendent de facteurs abiotiques
comme le pH, I’humidité, la teneur en matiére organique, les précipitations et les pratiques
agricoles et sont le fait de microorganismes comme les actinomycetes, les bactéries ou encore
les champignons (El-Sebaii et al., 2010).

La dégradation du norflurazon est essentiellement biologique, réalisée par les bactéries et les
champignons du sol. La production du métabolite desméthyl-norflurazon a été observée, dans
un sol, expérimentalement au laboratoire, aprés une incubation de quatre mois a une
température de 20 & 35 °C. Ce méme sol incubé & une température de 5°C n’a montré aucune
formation de desmethyl-norflurazon, méme apres une période d’incubation de 7 mois (Savin
et Amador, 1998).
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La mineralisation du norflurazon est plus importante a la surface du sol ou prédomine la
dégradation fungique. Par contre au niveau de I’horizon B, la ou la présence bactérienne est
plus importante le taux de minéralisation et de formation de métabolites est moindre.

Les S-triazines subissent dans le sol une large biodégradation assurée par les genres:
Pseudomonas, Arthrobacter, Chelatobacter, Agrobacterium, Rhodococcus,
Sénotrophomonas, Pseudo-aminobacter et Nocardia (Rousseaux et al., 2001 ; Hernandez et
al., 2008).

La prométryne est métabolisée par certains bacilles Gram négatif qui s’en servent comme

source de soufre pour leurs croissances (Alasdair et al., 1982).

3.7. Role delarhizosphére dans la dissipation biologique des polluants

Des études ont montré que la dissipation biologique des polluants organiques est plus rapide
dans la rhizosphére que dans un sol nu (Buyanovsky et al., 1995). De plus, ils ont établi la
capacité des plantes a absorber et a métaboliser toute une gamme de polluants organiques
néfastes pour I’environnement, c’est la phytoremediation in-planta. Les plantes libérent des
exsudats racinaires qui accroissent la bioremédiation microbienne dite phytoremédiation ex-
planta ou rhizoremédiation.

C’est ainsi que les réactions des bactéries aux herbicides sont trés variables et dépendent des
performances genétiques des bactéries, de la dose de I’herbicide, de la nature chimique de la
molécule mere active du xénobiotique et du type de sols (Yentuni et al., 1986 ; Pal et al.,
2006).

Cependant, la plupart des études ont montré que I'utilisation des herbicides a des taux
recommandés n'affecte pas les communautés microbiennes du sol (Wardle et Parkinson,

1990 ; Busse et al., 2001; Li et al., 2004; Liphadzi et al., 2005).

Les herbicides peuvent affecter les communautés bactériennes a 3 niveaux :

» Labiomasse bactérienne: en fonction de leurs doses, les herbicides peuvent suivant
I’espece bactérienne éliminer les bactéries sensibles, diminuer la taille des
communautés bactériennes tolérantes ou augmenter la biomasse des bactéries
métabolisant I’herbicide (Ayansina et al., 2010).

» ladiversité: la diversité microbienne s'est avéré étre un enjeu important en raison de
I’importance des micro-organismes dans la production d’énergie et la transformation

de la matiére organique (Hunter-Ceveral998). Les herbicides peuvent agir en
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réduisant la diversité bactérienne (Torsvik et al., 1996 ; El-Fantroussi et al., 1999
Borneman, 2004).

» Lesactivités bactériennes: Les herbicides peuvent agir en altérant certaines activités
bactériennes tres importantes comme la nodulation. Le norflurazon et la prométryne
agissent en inhibant la nodulation chez Bradyrhizobium (Karaali, 2012). Cet effet a été
également signalé en présence de I’isoproturon et la metribuzine. L’intensification
d’activités cataboliques a été signalée chez les bactéries en présence d’herbicides
comme la respiration qui devient tres accélérée (Ouattara, 2010), ou encore
I’inhibition de certaines activités enzymatique comme I’activité phosphatase (Ismail et
al., 1995) .

4. LegenreBurkholderia

Burkholderia est un genre de bactéries de I'environnement. Il est omniprésent dans les
écosystémes naturels, comme la rhizosphére des plantes (Coenye et Vandamme, 2003) et dans
I'eau (Vermis et al., 2003). Un facteur important qui contribue a la grande polyvalence de ces
bactéries est leur capacité a former des consortiums de surface associées ou biofilms, sur des
surfaces diverses.

Parce que les espéces de Burkholderia partagent des caractéristiques en commun avec les
membres du genre Pseudomonas, elles ont été initialement classées parmi les membres de ce
genre. Alors que les deux genres sont distincts et séparés sur la base de leur séquence ARNr
16S et la composition en acides gras de leur membranes (Kersters et al., 1996).

Ce genre a été décrit pour la premiere fois par Burkholder en 1950, mais en 1992, il
était reclassé dans le genre Burkholderia (YYabuuchi et al., 1992 ; Tran Van et al., 2000).

Figure 9. Cellules de Burkholderia observées au microscope électronique a balayage.
(http://web.umr.edu/~microbio/B10221_2000/Burkholderia html) Gr X15 000.
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De nos jours le genre Burkholderia suscite un intérét croissant. Ce genre bactérien a été
originellement connu pour ses espéces pathogenes de I’homme, des animaux ou des plantes.
A ce jour, il apparait néanmoins que de nombreuses espéces de Burkholderia ne sont pas
pathogenes et peuvent méme étre bénéfiques pour leur héte végétal.

Les Burkholderia sont des especes a génomes « plastiques »possédant de nombreuses
fonctions accessoires a transmission horizontale, d’intéréts majeurs en terme d’application
écologique notamment en bioremediation (Chen et al., 2004). C’est ainsi qu’une
bioaugmentation avec la souche Burkholderia fungorumsouche LB 400 a fortement augmenté
le taux de dégradation des PCB (poly-chloro diphényles) (Ponce et al., 2011).

Actuellement, il existe plus de 30 especes appartenant au genre Burkholderia.
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Matériel et méthodes
1. Présentation dela souche

Nous avons utilisé dans le cadre de cette étude une souche de Burkholderia fungorum de la
collection du laboratoire de biologie des sols. Cette bactérie a été isolée du sol rhizosphérique
en 2008 par Djebbara,conservée dans du glycérol a 20% a une température de -70°C, et
identifiée par caractérisation moléculaire comme appartenant a I’espéce B.fungorum souche
BfO1.

Cette souche bactérienne appartient : (Yabuuchi et al., 1992)

Domaine Bacteria ou des Eubacteria.
Phylum Proteobacteria

Classe Betaproteobacteria

Ordre Burkholderiales

Famille Burkholderiaceae

Genre Burkholderia

Espece Bulkholderia fungorum

2. Description morphologique

La description des colonies bactériennes est effectuée sur une culture de 48h sur gélose
nutritive. L’ensemencement est réalisé a partir d’une culture de B. fungorum souche Bf 01 sur
milieu liquide (TSB) et sous agitation pendant 24h & température ambiante.

La description des cellules bactériennes est effectuée au microscope photonique, sur une
suspension de B. fungorum préparée a partir d’une culture de 24 heures sur gélose nutritive

Les cellules bactériennes sont colorées au bleu de méthylene.

3. Effet des herbicides sur la cinétique de la croissance bactérienne, la production

d’EPS et la production du biofilm de B. fungorum souche Bf01.

Pour I’étude de ces parametres, nous avons réalisé des dispositifs expérimentaux qui

comprennent : Les herbicides, les milieux de culture et I’inoculum.

3.1. Lesherbicides
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Les herbicides utilisés sont le norflurazon et la prométryne (Fig. 10), les principales
caractéristiques de ces deux herbicides sont reportés sur le tableau I1.
Tableau 1. Principales caractéristiques du norflurazon et de la prométryne
(Origine :Syngenta).

Herbicide )
Car actér i<t s Norflurazon Promeétryne
Nom commercial Zorial Gesagard 480SC
Famille Pyridazinone Triazine
Formule chimique C12HoC F3N3O Ci10H19NsS
Formulation Poudre beige Liquide blanc
Poids moléculaire 303.7g/mole 241.37g/mole
Demi-vie environ 4 mois de 1 a 3 mois

Figure 10. Présentation des herbicides utilisés.

(@) le norflurazon ;
(b) la prométryne.

3.1.1.Préparation des différentes concentrations en herbicides

Les concentrations en herbicides utilisées sont 10*M, 10° M et 10°M. Toutes les
expérimentations impliquant les deux herbicides (norflurazon et prométryne) ont été
réalisées avec ces 3 concentrations. Un témoin sans herbicide est préparé pour chacune
des series.

Ces concentrations sont préparées a partir d’une solution mere de chaque herbicide, puis
des séries de dilutions avec de I’eau distillée stérile sont effectuées pour I’obtention des
différentes doses (10* M, 10° M et 10° M).
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3.1.2.Stérilisation des herbicides

Les herbicides sont stérilisés a I’aide de filtres de 0.22um de diamétre, sous hotte
microbiologique. Les flacons contenant les herbicides sont recouverts par des caches noirs
pour éviter I’altération des herbicides par photolyse (Fig. 11).

Figure 11. Stérilisation des herbicides par microfiltration (0.22um) et préservation

contre la photolyse.

3.2. Lesmilieux de culture

Au cours de notre expérimentation, nous avons utilise le milieu TYmannitol a deux niveaux
de concentrations en mannitol 10g/L et 30g/L (annexe II).

Le choix de ce milieu ressort d’un screening effectué avec 3 bases de milieux TY, YE et M63
(Annexes 1) et 8 sucres d’une concentration de 30g/L, pour chaque base de milieu étudiée.
Pour tester I’effet des herbicides sur les parameétres de croissance nous avons utilisé un milieu
de prolifération cellulaire : le TSB dilué au 1/10 (Annexe II).

3.3. Production del’'inoculum

Des colonies de B. fungorum souche BfO1 cultivées sur milieu TY mannitol agar & 30°C sont
transférées apres 24 h de culture dans un Erlenmayer de 250mL contenant 100mL de milieu
TY mannitol liquide stérile, et incubées pendant 24h sous agitation (100 rpm). Les cellules
sont recueillies par centrifugation (4000 trs/min, 30 min), puis lavées 3 fois avec de I’eau
physiologique stérile. Elles sont remises en suspension, homogénéisées et calibrées au

spectrophotometre.
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4. Effetsdesherbicides sur la cinéique de croissance de B. fungorum souche Bf01

La cinétique de croissance est réalisée parallelement a la cinétique de production d’EPS, afin
de calculer des rendements de production d’exopolysaccharides par la bactérie B. fungorum
souche Bf01.
La croissance bactérienne est evaluée par 2 méthodes différentes :

» lamesure de la biomasse proteique cellulaire.

e spectrophotométrie.

4.3. Dosage des protéines cellulaires

La croissance qui peut étre assimilée a I’accroissement de la biomasse protéique cellulaire est
évaluée par la mesure de la teneur en protéines d’une culture bactérienne obtenue sur milieu
TY mannitol incubée a 30°C, aprés centrifugation des cultures a 4000 trs/min pendant 30
minutes. La technique préconisée est celle de Bradford (1976).
La méthode de Bradford est basée sur I’utilisation du bleu de Coomassie G250 qui renferme
les deux formes de ce colorant : la forme bleue et la forme rouge. Cette derniere est convertie
en forme bleue lorsqu’elle se fixe aux protéines. Cette conversion s’accompagne par une
augmentation de I’absorbance du mélange réactionnel dans le jaune (couleur complémentaire
du bleu) a A=595 nm.
Des aliquotes de cultures sont centrifugées a 4000 trs/min pendant 30 minutes. A 0,2mL
d’échantillon (culot cellulaire), nous ajoutons un volume égal de NaOH 2N. Le culot est
ensuite remis en suspension par agitation énergique (vortex). La suspension est ensuite portee
au bain marie a 100°C, pendant 30 min.
A 0,1 mLI d’échantillon, ImL de réactif au bleu de Coomassie G250 est ajouté et le mélange
réactionnel est ensuite homogénéisé (vortex), puis laissé reposer pendant 3 minutes.
La lecture de la DO est effectuée a 595nm
La teneur des culots cellulaires en protéines est déterminée a I’aide d’une droite de
corrélation. Les resultats sont exprimés en milligrammes de protéines par millilitre de culture.
La gamme étalon est réalisée a partir d’une solution mere de sérum albumine bovine (BSA) a
1g.I". Une gamme de concentrations décroissantes est réalisée (0 - 0,1 - 0,2 - 0,3 - 0,4 - 0,5-
0,6 -0,7-0,8-0,9 et Img.ml™) (Annexe I).
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5. Effetsdes herbicides sur la cinétique de production des EPS

Il s’agit de suivre I’évolution de la production des EPS par B. fungorum souche BfO1 dans un
intervalle de temps qui s’étend de 24h a 120h. Nous avons réalisé cette cinétique avec le
milieu TY mannitol, a deux niveaux de concentrations en mannitol 10g/L et 30g/L.

Dans des flacons de 250 mL, 50mL de milieu TY mannitol doublement concentré sont
additionnés de 37,5mL d’eau distillée pour les échantillons et 50mL d’eau distillée pour les
Témoins non traités aux herbicides. Ces dispositifs sont ensuite stérilisés par autoclavage a
120°C pendant 20min.

Aprés refroidissement des milieux, 12,5mL d’herbicides filtrés sont rajoutés dans leurs
flacons correspondants sous hotte microbiologique. Les volumes de tous les flacons sont ainsi
ramenés a 100mL.

Chaque Erlen Meyer est ensuite inoculé avec 1ml de la suspension bactérienne precédemment
préparée et calibrée et qui correspond & une concentration de 2 .10” bactéries par mL.

Ces dispositifs expérimentaux sont ensuite placés dans une étuve a 30°C sous agitation (90
rpm), pendant 05 jours.

Toutes les 24h, un dosage des EPS ainsi qu’une détermination de la biomasse cellulaire sont

réalisés.

5.1 Dosage des sucres totaux a I’anthrone sulfurique

Pour I’évaluation de la production des EPS, nous avons utilisé la méthode de dosage a
I’anthrone sulfurique (Hansen et Phillips, 1984).

Généralement, les EPS sont constitués essentiellement de pentoses et d’hexoses. Il suffit de
doser les pentoses et les hexoses qu’ils libérent apres hydrolyse pour évaluer de maniére
fidele leur abondance.

L’acide sulfurique présent dans le réactif a I’anthrone provoque a chaud I’hydrolyse des EPS
en déshydratant les monosaccharides.

Les pentoses sont transformes en furfurals et les hexoses en hydroxy-méthyle furfurals. Ces
derniers réagissent avec I’anthranol, forme tautomére de I’anthrone, en donnant une coloration

verdatre d’autant plus intense que le milieu est riche en sucres (pentoses et hexoses).
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A des intervalles réguliers (24h, 48h, 72h, 96 h et 120h), des aliquotes de 5 mL sont
prélevées, centrifugées a 4000 trs/min pendant 30 min. Ainsi les EPS totaux se séparent des
cellules et se retrouvent dans le surnageant.

Dans des tubes a essai placés dans de la glace, le dosage est réalisé sur 1 ml de surnageant,
auquel sont rajoutés 2 ml de réactif a I’anthrone sulfurique. Les tubes sont agites, puis placés
au bain marie bouillant (100°C) pendant 7 min. Apres refroidissement, les densités optiques
sont relevées a une longueur d’ondes A=630 nm.

Le spectrophotometre est préalablement étalonné grace a un « blanc » prépare a partir de 1 ml
d’eau distillée et 2 ml de réactif. La teneur des surnageants en sucres totaux est déterminee par
comparaison avec une droite de corrélation (courbe étalon) DO a 630nm=f (glucose) (annexes
1). Les résultats obtenus sont exprimés en microgramme d’équivalent glucose par ml de

milieu.

6. Effetsdes herbicides sur la cinétique de formation du biofilm chez B. fungorum

Les cinétiques de formation du biofilm de B. fungorum souche Bf0lont été réalisées sur un
support « verre », selon la méthode standard de coloration au cristal violet (Djordjevic et al.,
2002 ; Spiers et al., 2003). Il s’agit d’une méthode indirecte permettant I’estimation de la
production de biofilm sur différents types de substrats (Djordjevic et al., 2002 ; Burton et al.,
2007). La coloration adsorbée est directement corrélée a la densité du biofilm formé, et sa
solubilisation permet une quantification de celui-ci.

Des tubes a essai contenant 2,5mL de milieu doublement concentré sont stérilisés par
autoclavage (120°C, pendant 20 min.). Apres refroidissement, les échantillons sont traités aux
différentes concentrations en herbicides, les tubes témoins et les échantillons sont ramenes a
un volume final de 5ml avec de I’EDS.

En conditions d’asepsie strictes, les tubes sont inoculés avec la suspension bactérienne
précédemment préparée, a raison de 0.5mL par tube, puis incubés a 30°C, en conditions
statiques, pendant une période allant de 24 a 168h.

A I’issue de chaque période d’incubation, les tubes sont soigneusement vidés du bouillon de
culture, et les parois sont soigneusement lavees a I’eau physiologique stérile par des ringages

successifs, pour les débarrasser les cellules planctoniques non adhérées aux parois.
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Figure 12. Dispositif expérimental permettant I’évaluation du biofilm (méthode au

cristal violet)
a : Biofilm coloré au cristal violet.

b: Biofilm solubilisé par I’éthanol.

6.1. Quantification du biofilm

La biomasse fixée sur les parois, représente le biofilm formé (Fig.12 a). La quantification du
biofilm est effectuée par coloration par le cristal violet a 1%, aprés un contact de 45min.
L’exces de colorant est éliminé par un lavage abondant des parois du tube a I’eau distillée
stérile. Les tubes sont ensuite égouttés et mis a sécher a I’air libre.

Le cristal violet fixé sur les parois du tube est solubilisé en utilisant une solution constituée
d’un mélange éthanol-acétone (75 : 25) (Fig. 12b), puis I’absorbance mesurée a 570 nm, a
I’aide d’un spectrophotometre.

Dans le but de chercher une corrélation entre la production d’EPS et la production du biofilm,
nous avons testé la capacité de B. fungorum souche Bf01 a former le biofilm sur milieu YESA
sur ce milieu, la bactérie présente une faible croissance traduite par de tres petites colonies
non mucoide renseignant sur une trés faible production d’EPS voire nulle.

7. Effetsdes herbicides sur la cinétique de production des cellules planctoniques

A I’issue de chaque période d’incubation, les cellules planctoniques récupérées des tubes
ayant servi a I’étude des biofilms, sont centrifugées a 4000trs/min pendant 30 min, puis lavées
a I’eau physiologique 3 fois. Elles sont ensuite remises en suspension pour une lecture des
densités optique au spectrophotomeétre, a une longueur d’onde A=600nm.
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8. Effetsdes herbicides sur les parametres de croissance de B. fungorum

Nous avons utilisé un milieu favorisant la prolifération cellulaire qui est le TSB dilué au 1/10.
50ml de milieu TSB dilué au 1/5 sont placés dans des flacons d’une contenance de 250 ml.
Aprés stérilisation par autoclavage, les échantillons sont traités par les différentes
concentrations en herbicides testées (12.5 ml de chaque herbicide), les témoins non traités et
les échantillons sont ramenés a un volume final de 100ml par ajout d’eau distillée stérile.
Chaque flacon est inoculé avec 2ml de I’inoculum précédemment préparé, puis mis sous
agitation a 100rpm. Chaque heure, 1ml de chaque échantillon est prélevé, centrifugé 4000t/mn
pendant 30 mn, lavé 3 fois au KCI (9%o), remis en suspension dans du KCI stérile. La DO est
lue au spectrophotometre a une longueur d’oh@é®0nm contre un blanc conséitu
uniquement d’eau physiologique stérile.

Les calculs des taux de croissance et des temps de génération sont effectués a partir des

courbes semi logarithmiques DO goonm=f(t).

8.1. Evaluation du potentiel PGPR de B. fungorum souche BOl sur le blé dur
(Triticum durumL.) var.MBB

Le norflurazon et la prométryne sont deux herbicides qui affectent la croissance des plantes
par le biais des dommages qu’ils causent au niveau d’une fonction vitale pour la plante : la
photosynthése.

Afin d’évaluer I’impact de I’inoculation de la souche bactérienne sur la culture du blé dur
(Triticum durum L.) var M BB, en particulier sur la croissance, nous avons mis en place des
cultures de blé dur en pots et en conditions hydroponiques,

Les dispositifs expérimentaux comprennent : le sol, les graines du blé dur (TriticumdurumL.)
var. MBB, I’inoculum, les herbicides et un milieu minéral pour la culture hydroponique.

Dans un premier temps nous avons évalué I’effet du norflurazon et de la prométryne sur les
parameétres de croissance : longueur racinaire, longueur aérienne, biomasse seche racinaire,
biomasse séche aérienne, ratio biomasse séche racinaire/ biomasse séche aérienne ou rapport
PR/PA .Dans un deuxiéme temps nous avons teste I’effet croisé de I’inoculation des plantules
de blé dur (Triticum durum L.) variete Mohamed Belbachir traités aux différentes

concentrations en norflurazon et de prométryne, définies précédemment.
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811 Lesol

Le sol utilisé est un sol brun a texture argileuse provenant de I’ITGC de Oued Smar. Ses
principales caractéristiques sont représentées dans le Tableau II.

Tableau I11. Principales caractéristiques pedologiques du sol de la station agronomique

de I’'I'TGC d’Oued de Smar (Karaali, 2012).

Analyse Sol del’'l TGC

Texture Argileuse
Structure Massive polyédrique
pH (eau) 7.7
Carbone(%) 0.9

Matiere organique (%) 1.5

Azote total (%) 0.05
Rapport C/N 18

8.1.2.Préparation du sol

Le sol est seché a I’air libre pendant une semaine, débarrassé de tous les debris et cailloux. Il

est ensuite tamisé (2mm mailles rondes), puis placé a I’intérieur des pots.

8.1.3. Laplante

La plante utilisée est le blé dur (Triticum durum) variété Mohamed Belbachir, dont les
semences, ont été fournies par I’'ITGC de Oued Smar.
Systématique du blédur (Triticum durum L.) D’apreés la classification APG 111 (2009).

Regne : Plantae

Sous regne : Tracheobionte
Division : Magnoliphyta
Classe : Liliopsida
Sous classe : Commelinidae
Ordre : Poales
Famille : Poaceae
Sous famille : Pooideae
Tribu : Triticeae
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Genre : Triticum
Espeéce : Triticum durum L.
L’espece Triticum durum est un hybride obtenu aprés croisement entre Triticum monococcum

et Agilops speltoide.

8.1.4.Déermination del’histogramme de fréquences des poids des graines

Nous avons utilisé le poids des graines pour caractériser les graines de blé, par la suite, nous
avons dressé un histogramme de fréquence des poids de graines. Les graines utilisées dans
cette étude appartiennent a la classe modale 38-40mg (Fig. 13). Cette étape du travail est

importante pour éviter la variabilité liée au poids des graines.
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Figure 13. Histogramme de fréquences des poids des graines de blé dur (Triticum durumL.)

variété Mohamed Belbachir .

8.1.5.Stérilisation des graines

Les graines de blé dur sont stérilisées par passage dans une solution d’hypochlorite de
calcium (2%) additionnée de 1mlIL d’éthanol pendant 20mn avec agitation sous un vide partiel
pour permettre une plus grande efficacité de la stérilisation. Les graines sont ensuite rincées
plusieurs fois & I’eau distillée stérile afin d’éliminer toutes traces d’agents stérilisant (Heulin
et al., 1994). Les graines sont ensuite mises a germer dans des boites de Petri contenant une
gélose nutritive, pour mettre en évidence d’éventuels contaminants résiduels aprés cette étape
de stérilisation (Fig.14).
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Figure 14. Germination des graines de blé dur (Triticum durum L.) var. MBB sur gélose

nutritive.

8.1.6. Production del’inoculum

La concentration de I’inoculum est ajustée et calibrée a une DO de 0.9 a une longueur d’ondes
A =650nm.
Cette solution bactérienne ainsi calibrée pour éviter des fluctuations liées a la taille de

I’inoculum servira dans les expérimentations menées en pots et en cultures hydroponiques.

8.2. Cultureen pots

Aprés germination, les graines de blé dur sont transférées dans des pots contenant chacun

140g de sol, nous avons utilisé trois lots de pots :

e Un lot témoin qui comprend des plantules non traitées aux herbicides ni inoculées avec
B. fungorum,et des plantules non traitées aux herbicides mais inoculées avec B.
fungorum.

e Un lot qui sera uniqguement traité aux herbicides.

e Un lot qui sera traité aux herbicides puis inoculé par 1mL de la suspension de B.

fungorum souche BO1 précédemment préparée.
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Figure 15. Dispositif expérimental de culture du blé dur (Triticum durum L.) var. MBB

en pots.

Les pots sont traités aux herbicides par ajout de 20mL de chaque herbicide et aux différentes
concentrations. Les pots témoins n’étant pas traités.

Les dispositifs de culture sont placés sous une rampe d’éclairage de 2000 Lux a température
ambiante pendant 3 semaines (Fig.15).

Le sol est maintenu a une humidité constante par ajout d’une quantité d’eau distillée
équivalente a la perte de poids quotidienne des pots.

La croissance des plantes est déterminée par des mesures répétées des longueurs moyennes
des racines principales et de la tige ainsi que la détermination des poids secs des parties
racinaires et des parties aériennes aprés séchage des différents échantillons a I’étuve a 60°C

pendant 4jours, jusqu’a poids constants.

8.3. Culture hydroponique en tubes

Apres germination des graines du blé dur sur boites de Petri, les jeunes plantules sont
transférées stérilement dans des tubes de culture de 20 mm de diamétre a raison d’une
plantule par tube.

Les tubes contiennent des billes en verre et un volume de 12ml de milieu minéral de Knop
(composition voir Annexes Il). Les tubes sont stérilisés par autoclavage pendant 20 mn a
120°C.

Nous avons utilisé trois lots de tubes.

e Un lot témoin qui contient des germinations du blé dur non traités aux herbicides et
non inoculées avec B. fungorum et des germinations du blé dur non traitées aux

herbicides mais inoculées avec B. fungorum.
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e Un lot qui contient les germinations du blé dur et traitées uniquement aux différentes
concentrations du norflurazon et de la prométryne.

e Un lot qui contient les germinations du blé dur sera traitées aux différentes
concentrations du norflurazon et de la prométryne puis inoculées avec 1ml de

I’inoculum.

Figure 16. Dispositif expérimental de culture de blé dur (Triticum durum L.) var.MBB

en conditions hydroponiques.

Les dispositifs de culture sont placés sous une rampe d’éclairage de 2000 Lux a température
ambiante pendant 3 semaines (Fig. 16).
De la méme maniére que précédemment, la croissance des plantules de blé dur est
déterminée par des mesures répétées des longueurs moyennes des racines principales et de la
tige ainsi que la détermination des poids secs des parties racinaires et des parties aériennes
apres séchage des différents échantillons a I’étuve a 60°C pendant 4jours, jusqu’a poids

constants.
8. Traitements statistiques et analyse des données

Lors de ce travail plusieurs séries de valeurs sont traitées sur EXEL par les tests d’analyses de
variance (Anova a 1 ou 2 facteurs) et au test de Student.
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Résultats et discussion

1. Caractéristiquesde B. fungorum souche Bf01
1.1. Caractéristiques morphologiques

1.1.1. Etude macroscopique

Cultivées sur gélose nutritive, les colonies de B. fungorum souche BfO1, apparaissent aprées 24
heures d’incubation, trés petites (punctiformes) et deviennent plus grandes (2 a 3 mm de
diamétre) aprés 48h d’incubation. Elles présentent les caractéristiques morphologiques

suivantes (Fig. 17):

Forme du relief : bombé a semi bombé.
Couleur : blanche.

Diamétre de la colonie: 2mm.

Aspect : opague a mugqueux.
Allure des contours : régulier.

Aspect de la surface : brillant.

Type de colonies : smooth (lisses).
Pigmentations : Absente.

Figure 17. Culture de B.fungorum souche BfOlsur gélose nutritive, apres 48h d’incubation a
30°C.
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Figure 18. Aspect des colonies de B. fungorum souche Bf0Ol aprés 96h d’incubation sur

milieux (de gauche a droite).

(@ M63 mannitol
(b) YE mannitol
(c) TY mannitol.

B. fungorum souche Bf01 présente des colonies trés mucoide du fait de la sécrétion des EPS.
Le mannitol s’est révélé, la source de carbone qui stimule le mieux la production d’EPS
d’apreés une évaluation qualitative a I’ceil nu basée sur I’aspect mucoide des colonies.

1.1.2. Etude microscopique

L’examen a I'état frais de B. fungorum souche BfO1 en suspension a partir d’une culture sur
TSB agée de 24h et sous agitation.Aprés coloration au bleu de méthylene, I’observation a
montré des cellules isolées en forme de batonnets, plus ou moins allongés et mobiles (Fig.19
A).

Le test au KOH positif confirme le GRAM négatif de la souche.

Figure 19. Culture de B. fungorum souche Bf01 observée au microscope photonique apres
coloration au bleu de méthyléne.

A : B.fungorumsouche Bf01 en suspension .GrX400.
B : B.fungorum souche Bf0lenglobée dans la gangue muqueuse d’EPS .GrX200.
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1.2.Cinétique de croissance

Les résultats montrent que la cinétique de croissance de cette souche présente une allure

classique de courbes de croissance bactérienne et comporte deux phases (Fig. 20).

Une premiére phase qui se situe entre 24 h et 96 h et qui correspond a une phase active de
production cellulaire ; c’est la phase exponentielle de croissance.
Une deuxieme phase qui débute a partir de 96h et qui correspondrait a une phase de

stabilisation de la production cellulaire ; c’est la phase stationnaire.
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Figure 20. Cinétique de croissance de B. fungorumsouche Bf01.

1.3. Cinétique de production d’EPS

La courbe montrant la cinétique de production d’EPS par la souche B. fungorum BfO1(Fig.
21) révéle un bon niveau de production & une concentration de 30 g.I" de mannitol. Cette
production d’EPS débute aprés seulement 24h de culture, mais avec une faible progression,
matérialisée par une faible pente entre 24h et 96h d’incubation. Au dela de 96h, nous notons
une baisse de production d’EPS, qui serait probablement due a une dégradation et/ou
réutilisation des EPS par la bactérie, probablement suite a une diminution du substrat aprés ce
temps d’incubation.
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Figure 21. Cinétique de production d’EPS par B.fungorum souche Bf01l

Il est a noter que la quantité maximale moyenne d’EPS produite avec 309/l dépasse de 44%

celle produite avec 10g/l de mannitol.

1.4. Cinéiquedeformation du biofilm

A une concentration de 30 g.I"* de mannitol, la formation du biofilm chez B.fungorum souche
Bf01 présente une phase d’adhésion réversible qui s’étend entre 24h et 48h d’incubation. A
partir de cette période, le biofilm évolue positivement avec la durée d’incubation,
jusqu’ald4ah, période correspondant a la croissance et la maturation du biofilm. Nous notons
par la suite une baisse de la quantité de biofilm, correspondant probablement a sa dispersion
(Fig. 22).
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Figure 22. Cinétiques de formation de biofilm par B.fungorum souche Bf O1sur surface

«Verre ».,
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Nous notons également que les biofilms présentent la méme résistance au détachement,
puisque la dispersion a lieu aprés 144h d’incubation avec les deux niveaux de concentrations
en mannitol (10 et 30g/l).

1.5. Cinéiquede croissance des cellules planctoniques

Le suivi de la production de cellules planctoniques, montre une augmentation de leur nombre,
jusqu’a 48h d’incubation. Apres ce temps, les cellules planctoniques commencent a diminuer
jusqu’a 96h d’incubation. Enfin, nous notons une augmentation a nouveau trés accentuée du
nombre des cellules entre 96h et 168h d’incubation, traduite par une forte DO (1.27) (Fig. 23).
Si nous comparons les graphiques des figures 22 et 23 représentant respectivement les
cinétique de formation du biofilm et la cinétique de production de cellules planctoniques, il
semblerait que I’augmentation de la production de cellules planctoniques entre 96h et 168h
soit due a un « décrochage » du biofilm, puisqu’au méme moment on observe une diminution

de la quantité de biofilm produite (Fig. 23).

1,4 -
1,2 -
E
S 08 -
8 06 .
8 0’4 . ‘/ 108/
’ —30g/|
0,2 A
0 T T T T T 1
24 48 72 96 144 168
Temps (heures)

Figure 23. Cinétique de production de cellules planctoniques de B. fungorum.

2. Effetsdes herbicides sur la croissance, la production d’EPS la for mation du biofilm et

la production de cellules planctoniques.

Aprés avoir déterminé les caractéristiques liées a la croissance, la production d’EPS, de
biofilm et de cellules planctoniques de la souche bactérienne étudiée B. fungorum Bf01, nous
avons teste I’effet du norflurazon et de la prométryne a deux niveaux de concentrations en

mannitol (10g.1™ et 30g.1™) du milieu TY sur ces mémes paramétres.
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Cette experience représente un crible qui permet de mettre en évidence la capacité de la
souche a proliférer et a produire le biofilm dans des conditions de contrainte liée a la présence
des deux herbicides (norflurazon et prométryne). Nous avons retenu les résultats obtenus avec

30g/l de mannitol, en raison de la bonne production d’EPS dans ces conditions.
2.1. Effetsdesherbicidessur la cinéique de croissance de B. fungorum souche Bf01

En présence du norflurazon ou de la prométryne, les courbes représentant les cinétiques de
croissance de B. fungorum souche Bf 01 & 30g.I™ de mannitol présentent les mémes tendances
qu’avec celles des échantillons traités avec 10g.I™ de mannitol (Fig. 24et Fig. 25).

Les courbes des échantillons traités aux différentes concentrations en norflurazon et de
prométryne, montrent que la production de biomasse augmente des le premier jour
d’incubation jusqu’a atteindre des taux importants apres seulement 48h d’incubation. Cette
période correspond a la phase exponentielle de croissance, durant laquelle les bactéries
utiliseraient une proportion importante du mannitol disponible dans le milieu.

Au-dela de 48h, une chute de biomasse est enregistrée chez tous les échantillons (excepté
I’6chantillon correspondant & une concentration de 10° M), renseignant probablement sur une
détérioration des conditions physico chimiques, cette phase dure environ 24h.

Aprés 72h de fermentation, une reprise de croissance est notée (Fig 24. et Fig. 25). Cette
allure de courbe est semblable & celles obtenues avec 10g/l de mannitol, cependant les
niveaux de biomasses des échantillons traités aux herbicides obtenus a 30g.I"
significativement supérieurs & ceux enregistrés en présence de 10g.I" de mannitol.

La production de biomasse est fortement inhibée avec les concentrations 10 M et 10° M des
deux herbicides qu’avec la dose 10° M en norflurazon ou de prométryne. Avec la
concentration de 10°M de prométryne, la croissance semble légérement stimulée par rapport

au témoin non traité apres seulement 48h d’incubation (Tableau 1V).
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Figure 24. Effets des différentes concentrations en norflurazon (10*M, 10°M et 10 M) sur

la croissance de B. fungorum souche Bf01
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Figure 25. Effets des différentes concentrations de prométryne (10*M, 10°M et 10° M) sur

la croissance de B. fungorum souche Bf 01.
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Tableau 1V. Effets des herbicides (Norflurazon et prométryne) croisés avec deux
concentrations en mannitol (10 et 30 g.L™) sur la production de biomasse (en

pg/ml) chez B. fungorum apreés 48h d’incubation.

Concentrations en
_ 10g/1 30g/I
mannitol

herbicides Norflurazon| Prométryne Norflurazon| Prométryne

oM 220ug/ml +{ 220ug/ml+- 426pug/ml+- | 462ug/mli+-
17 17 23 23

10*M 220 pg/ml+{ 220 pg/ml+ | 320 pg/ml+-| 356pg/mi+-
19 20 16 33

10°M 200 pg/ml +] 207ug/ml+- 360 pg/ml+-| 370pg/mi+-
25 16 21 26

10°M 326 pg/ml +{ 311pg/mli+- 420pg/ml+- | 522ug/mi+-
23 25 15 22

Les courbes des figures 24 et 25, montrent une amélioration de la croissance bactérienne
pendant la phase exponentielle (48h) en présence de la prométryne a une concentration de (10°
® M). En effet, celle-ci passe d’une valeur de 462 pg de prot.ml™ pour le témoin & 522 pg de
prot.ml™ pour le traitement prométryne a la concentration de 10°M. Contrairement, le
norflurazon semble montrer un léger fléchissement pour la méme concentration (10°M),
puisque la production de biomasse durant les 48 premiéres heures passe de 462 ug de
protéines ml™ (pour le témoin) & 420 pg de protéines.ml™ (pour le traitement 10°M).

Aux differentes concentrations utilisées, le norflurazon et la prométryne ne semblent pas
affecter de maniere significative la croissance de la souche bactérienne B. fungorum Bf01,

puisque celle-ci observe une croissance méme & des concentrations élevées (10™M).
2.2. Effetsdes herbicides sur la cinétique de production des EPS

Les courbes représentant la cinétique de production des EPS (Fig 26. et 27.), montrent que

cette derniere est stimulée par le norflurazon et la prométryne.
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Avec le norflurazon, les maxima sont enregistrés au bout de 96h de culture (Fig. 26). Les
valeurs atteintes aprés 96h d’incubation se situent autour de (34 et 44 ug d’EPS/ml). Nous
notons donc un décalage des maxima de production de I’ordre de 48h, puisqu’a 30 g/L de
mannitol le maximum de production d’EPS est obtenu a 96h. Nous notons une différence
significative entre les maxima obtenus avec les concentrations de 10 et 30 g.I"* de mannitol
(10g.I" mannitol : 25.5 pg d’EPS/ml — 30g.I* mannitol : 44 pg d’EPS/ml), soit une

augmentation estimée a environ 72 %.
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Figure 26. Effets des différentes concentrations en norflurazon (10™*M, 10°M et 10° M) sur

la production d’EPS par B. fungorum souche Bf01.

Avec la prométryne, comme le norflurazon (Fig. 26 et 27), pour une concentration en substrat
carboné (mannitol) de 30g/l, les maxima sont enregistrés au bout de 96h d’incubation (Fig.
27). Les valeurs atteintes apres ce temps d’incubation se situent autour de (38ug d’EPS/mI) et

ceci pour toutes les concentrations en prométryne 10, 10® et 10° M.

EPS( pg/ml)

—P-6

24 48 72 96 120

Temps (heures)
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Figure 27. Effets des différentes concentrations en prométryne (10*M, 10°M et 10°M)
sur la production d’EPS par B. fungorum souche BfO1.

En comparant les cinétiques de production d’EPS avec différentes concentrations en

norflurazon et en prométryne et la concentration en mannitol du milieu, deux différences

majeures apparaissent : la chronologie de la production maximale et les quantités d’EPS

produites (Tableau V).

Tableau V. Effet croisé de I’effet des herbicides (norflurazon et prométryne) et de la

concentration en mannitol (10 et 30 g/lI) sur le taux de production d’EPS (en pg/ml).

Concentrations en
_ 10g/L 30g/L
mannitol
herbicides Norflurazon Prométryne Norflurazon Prométryne
oM 22.5ug/ml 22.5ug/ml 34.5ug/ml 34.5ug/ml

10*M 15.5 pg/ml 27 pg/ml 41 pg/ml 38 pg/ml
10°M 25.5 pg/ml 25ug/ml 34.5 pg/ml | 38 pg/mi
10°M 22.5 pg/ml 33ug/ml 44 pg/ml 37.5ug/ml

Les quantités d’EPS produites & 30g.L™* sont plus importantes que celles produites & 10g.L™.
Néanmoins, le niveau de production en EPS d’une culture ne dépend pas seulement de la
biomasse qu’elle renferme, mais aussi du potentiel de synthese en EPS ou productivité des
cellules qu’elle renferme. Ce potentiel de synthése en tant qu’entité individuelle, peut étre
apprécié en rapportant le niveau de production de la culture en EPS a sa teneur en protéines
cellulaires.

Le tableau VI, représente les indices de productivité d’EPS maximaux de B. fungorum souche
Bf01 en absence et en présence du norflurazon et de la prométryne en milieu TY aux deux

niveaux de concentrations en mannitol (10g.L™* et 30g. L™).
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Tableau VI. Effets du norflurazon et de la prométryne sur les Indices de productivité des EPS
en milieu TY & 10g.1"* et 30g.1™.

T NFZ | NFZ | NFZ | PM PM PM
(OM) | 10*M | 10°M | 10°M | 10*M | 10°M | 10°M
10917 | 0094 | 010 | 011 | 020 | 024 | 032 | 0.62
30g.IT | 0052 | 0.082 | 010 | 011 | 010 | 0.16 | 0.088

En calculant les indices de productivité, il s’avére qu’en présence de 10g.I" le potentiel de
synthése des EPS de B. fungorum souche Bf 01 est plus important qu’a 30g.I"* aussi bien pour
les témoins que pour les échantillons traités. D’autre part, nous notons que les indices de
productivite des échantillons traités aussi bien au norflurazon qu’a la prométryne et aux deux
niveaux de concentrations en mannitol (10g.I"* et 30g.I") sont supérieurs & ceux des témoins

non traités.

2.3. Effetsdesherbicidessur laformation du biofilm chez B. fungorum souche BfO1

Les résultats obtenus ont révélé la capacité de B. fungorum souche Bf 01 a former un biofilm,
en présence du norflurazon et de la prométryne. Les cinétiques de production de biofilm chez
B. fungorum souche Bf 01, montrent que la mise en place et la structuration du biofilm suit les
mémes étapes générales, quelque soit le traitement et la dose appliqués.

Ces étapes sont au nombre de trois : I’adhésion, la maturation et la dispersion du biofilm. Les
cinétiques de production du biofilm des échantillons traités aux herbicides ainsi que celles des

témoins non traités, peuvent étre divisées en trois étapes :

1- I’attachement réversible des cellules bactériennes qui représente une étape test pour les
bactéries, durant laquelle elles évaluent les propriétés de la surface.

2- initiation et formation du biofilm mature pour le témoin et les échantillons traités par
le norflurazon et la prométryne. Cette étape débute par la formation de microcolonies
qui vont croitre a travers la prolifération des bactéries pour aboutir a des
macrocolonies et atteindre le biofilm mature, dont le maximum de croissance se
traduit par une valeur maximale de la densité optique.

3- I’étape de dispersion du biofilm ou les cellules vieillissantes du biofilm réduisent leur

adhesion et sont larguées dans la phase liquide.
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Néanmoins nous notons une précocité dans la maturation du biofilm des échantillons stresses
par rapport au témoin avec les deux concentrations en mannitol testées (10g/1 et 30g/1).

Le norflurazon et la prométryne ont les mémes effets concernant les durées des différentes
phases constitutives du cycle de vie du biofilm , sauf pour la dose de 10“*M ol la dispersion
apparait plus rapidement avec la prométryne qu’avec le norflurazon. Le tableau VII montre
I’effet des différentes concentrations en norflurazon et de prométryne sur les durées des

différentes phases de I’établissement du biofilm.

Tableau VII. Effets du norflurazon et de la prométryne sur les durées des différentes phases
du biofilm avec 30g/I de mannitol.

herbri]:ises f‘:/;ég;ne Maturation Dispersion
OM (T) 0-48h 144h 144h-168h
10*M 0-48h 96h 96h-168h
10™M 0-48h 96h 96h-168h
10°M 0-48h 72h 144h-168h

Le norflurazon et la prométryne semblent avoir des effets similaires sur la production du
biofilm.

Concernant les quantités de biofilm formées en présence de 30g/l de mannitol ,il parait qu’a
une concentration de 10*M du norflurazon le biofilm formé est plus important que ceux

formés avec les concentrations (10> M et 10° M) ainsi que le témoin.(Fig 28.)
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Figure 28. Effets des différentes concentrations en norflurazon (10™*M, 10°M et 10° M) sur

la cinétique de formation du biofilm chez B. fungorum souche Bf01.

Avec la prométryne ,la quantité de biofilm la plus importante est enregistrée chez le témoin
apres 144 h de culture.(Fig 29.).
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Figure 29. Effets des différentes concentrations de prométryne (10*M, 10°M et 10° M) sur la

cinétique de formation du biofilm chez B.fungorum souche Bf01

2.3.1 Effetsdelanaturedu substrat sur la formation du biofilm chez B.fungorum
Sur milieu YESB liquide, B. fungorum souche Bf01ls’est montrée incapable de former un
biofilm, cette incapacité est traduite par I’absence de I’anneau ou biofilm qui se forme chez
cette bacterie aérobie a I’interface air-liquide. Ce méme milieu solide s’est avéré non
stimulateur de la production d’EPS par cette souche (Fig.30) d’aprés une appréciation a I’oeil

nu.
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Figure 30. Relation entre EPS et biofilm.

A. Colonies de B. fungorum sur milieu YESA solide (pas de
production d’EPS)
B. Absence d’anneaux du biofilm sur milieu YESB liquide

Figure 31. Relation entre la production d’EPS (milieu solide) « A » et la production
du biofilm « B » par la souche bactérienne B. fungorum Bf01 sur milieu
TY mannitol.

A. Colonies de B. fungorumsur milieu TYMannitol Agar .
B. Présence d’anneaux du biofilm sur milieu TY Mannitol liquide.

2.4. Effets des herbicides sur la cinétique de croissance des cellules planctoniques de

B. fungorum souche Bf01

La cinétique de croissance des cellules planctoniques sous I’influence du norflurazon et de la
prométryne évolue dans le méme sens que celui du témoin. Elle montre une légere
augmentation a 72h de culture puis une réduction du nombre de bacteries jusqu’a 96h de
culture. Au dela de 144h , nous notons une augmentation brusque des DO de tous les essais,
traduisant une augmentation des cellules planctoniques dans le milieu suspendant.(Fig. 32 et
Fig. 33).

51



RESULTATS ET DISCUSSION

1,8 -
1,6 -
1,4 -

1,2 - /

0,8 -

0,6 - / —N-4

0,4 - N-5
02 -

DO( 600nm)

24 48 72 96 144 168

Temps ( heures)

Figure 32. Effets des différentes concentrations en norflurazon (10*M, 10°M et 10°M) sur la

croissance des cellules planctoniques.
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Figure 33. Effets des différentes concentrations de la prométryne (10*M, 10°M et 10°° M)

sur la croissance des cellules planctoniques.

Il est a noter également que le norflurazon provoque le détachement d’un plus grand nombre

de cellules du biofilm par rapport a la prométryne.
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2.5.Effets du norflurazon et de la prométryne sur les paramétres de croissance (taux de

croissance et temps de génération) de B. fungorum souche Bf 01

Les resultats du tableau V11, montrent que le taux de croissance le plus élevé est en faveur du
témoin non traité aux herbicides. Il est de 0.33h™, correspondant & un temps de génération de
03heures.

Les échantillons traités aussi bien au norflurazon qu’a la prométryne affichent des taux de
croissance inférieurs a celui obtenu aves le témoin notamment pour les plus fortes
concentrations (10™M et 10°M) et sont respectivement 0.2 et 0.28 en présence du norflurazon
; 0.22 et 0.31 en présence de la prométryne. lls correspondent respectivement a des temps de
génération de 5h et 3.75h en présence du norflurazon : 4.5h et 3.22h en présence de la
promeétryne.

Pour les plus faibles concentrations (10°M), nous notons des taux de croissance similaires &
ceux du témoin et par conséquent des temps de générations comparables : 3.12h pour le
norflurazon et 2.94h pour la prométryne.

Cependant les taux de croissance enregistrés en présence de la prométryne s’averent

legerement plus importants que ceux enregistrés avec le norflurazon.

Tableau VIII. Effets du norflurazon et de la prométryne sur les parameétres de croissance

(taux de croissance et temps de génération) de B.fungorum souche Bf 01.

) T NFZ NFZ NFZ PM PM PM
Traitements 4 = % 4 = 5
oM 10" M 10° M 10° M 10" M 10° M 10° M
VI (h'l) 0.33 0.2 0.28 0.32 0.22 0.31 0.34
G (h) 3 5 3.57 3.12 4.5 3.22 2.94

3. Effet du norflurazon et de la prométryne sur la croissance du blé dur (Triticum durum
L.) var. MBB.

Dans le but de mettre en évidence un effet promoteur de croissance de B. fungorum souche
Bf01, sur le blé dur (TriticumdurumL.) var. MBB, nous avons dans un premier temps, évalué
I’impact des herbicides seuls sur la croissance de (Triticum durum L.) var. MBB, puis nous

avons procédé a I’inoculation de plantules de blé dur traitées aux différentes concentrations en
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herbicides, par B. fungorum souche Bf0O1. Cette expérimentation est réalisée en pots sur une
durée de 3 semaines.

Nous avons effectué les mesures biométriques des plantules de blé dur :

- longueurs des parties racinaires et des parties aériennes,

- la biomasse seche des parties racinaires et aériennes,

- détermination des rapports biomasses seches racinaires/biomasses seches aériennes
(PRIPA).

3.1 Effet du norflurazon sur la croissance du blédur (Triticum durum L.) var MBB.
3.1.1 Tailledelapartieracinaire

Les plantules traitées par le norflurazon présentent une réduction de la taille des racines par
rapport aux témoins qui montre une valeur moyenne de 21.83 cm contre des valeurs
respectives de 8.83, 14.16 et 21 cm chez les plantules dosées & 10“10° et 10° M. (Fig.
34a). De plus les plantules stressées présentent des racines moins ramifiées que celles des
témoins.
La taille racinaire des plantules traitées au norflurazon aux doses 10“*M et 10°M différe
significativement du témoin, par contre aucune différence significative n’est décelée entre le
témoin et les plantules traitées a 10°M.

3.1.2 Tailledelapartie aérienne

Les plantules témoins présentent une bonne croissance de la partie aérienne avec une taille
moyenne qui atteint 26.66 cm, alors que les plantules stressées sont moins développées, avec
des valeurs moyennes qui varient entre 17.83 et 19.25 cm, respectivement pour les doses, 10°
*M et 10 M. Nous notons une différence significative entre ces valeurs et le témoin. A la
dose 10°M en norflurazon, les plantules atteignent une longueur moyenne de 27.33 cm. Nous
notons ici une légére stimulation de la longueur de la partie aérienne, mais qui est
statistiquement non significative (Fig 34 b). L’allure des résultats tant au niveau foliaire que
racinaire est la méme. 1l semble y avoir un effet significativement inhibiteur du Norflurazon

sur I’élongation racinaire et aérienne pour les concentrations les plus élevées (10°M et10*M).

3.1.3 Biomasse seche de la partieracinaire (PR)
La détermination des poids secs racinaires montre des valeurs moyennes de 0.032-0.029-
0.014g et 0.0073 g respectivement pour le témoin et les plantules traitées par le norflurazon a
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10°M, 10°M et 10™M. Ces résultats montrent que la concentration 10°M en Norflurazon ne
semble pas avoir d’effet sur la biomasse racinaire. Aux concentrations de 10°M et 10“M,
nous notons une importante réduction de la biomasse racinaire (Fig.34c), qui atteint un
maximum & la dose de 10™*M. Cela signifie qu’en présence du norflurazon, la biomasse
racinaire diminue progressivement en fonction de I’augmentation de la concentration, cette
perte est maximale & 10M et est estimée & plus de 80 %. Nous avons noté une différence
hautement significative entre le témoin et les plantules stressées & 10™“M et 10°M. (Fig 34c).

3.1.4 Biomasse seche de la partie aérienne (PA).
Comme la biomasse de la matiére végétale seche de la partie racinaire, la détermination de la
matiére végétale seche aérienne des plantules de blé a montré une valeur moyenne de 35 mg
pour le témoin contre 0.037g — 0.030g et 0.0260g respectivement pour les concentrations 10
®M, 10°M et 10“*M. L’analyse de la variance a révélé une différence significative entre le
témoin et la dose de 10*M, cependant aucune différence significative n’est notée entre le
témoin et les traitements & 10°M et 10°M. Cela signifie qu’en présence du norflurazon, la
biomasse aerienne diminue en fonction de I’augmentation de la concentration, cette perte est
maximale & une concentration de 10™*M en Norflurazon, elle est estimée & plus de 30% a la

plus forte concentration (Fig. 34d).

3.1.5 Rapport « PR/PA »

Le rapport a montré des valeurs en faveur des témoins et les plantules les moins stressées ou
le PR/PA atteint 0.91et 0.64 respectivement pour le témoin et la dose de 10°M, et des valeurs
de 0.26 et 0.46 respectivement pour les concentrations en norflurazon ,10*M et 10° M (Fig
34e).

Ces résultats signifient que chez les plantules témoins et les moins stressées (10°M) la
croissance de la partie racinaire est favorisée en accumulant de la matiere seche, au niveau des
parties racinaires par contre les plantules stressées & 10*M ,10°M accumulent
préférentiellement de la matiére séche au niveau des parties aériennes et les racines sont

réduites au maximum.
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Figure 34. Effets des différentes concentrations en norflurazon sur la croissance du blé dur
(Triticum durum) var. MBB. Mesures réalisées aprés 21jours de culture en pots.

(a) Longueur de la partie racinaire.
(b) Longueur de la partie aérienne.
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(c) Biomasse séche de la partie racinaire.

(d) Biomasse seche de la partie aérienne.

(e) Ratio de matiere séche des racines Parties racinaires / Parties aériennes (PR/
PA).

3.2 Effetsdel’inoculation par B. fungorum souche Bf 01 sur la croissance du blé dur
(Triticum durum L.) var. MBB traité aux différentes concentrations en norflurazon

Aprés inoculation du blé dur par B. fungorum souche Bf 0, nous avons effectué les mesures
biométriques des parametres de croissance précédemment étudiés. Les résultats sont

représentés dans la figure 35.

3.2.1. Longueur delapartieracinaire

L’inoculation par B. fungorum souche Bf 01 ne semble pas améliorer les longueurs des parties
racinaires des plantules témoins de blé dur (Tritium durum L.) var MBB et celles traitées a la
dose 10 M en norflurazon. Par contre en présence des plus fortes concentrations 10 Met 10°
5 . .. . ‘

M, nous notons une augmentation de la longueur racinaire, qui est plus marquée pour la dose
10™M, o la plantule stressée inoculée présente une amélioration trés significative par rapport
a la plantule non inoculée a la méme dose en norflurazon. L’inoculation semble ainsi atténuer

Ieffet inhibiteur du norflurazon au niveau racinaire, a la dose de 10*M. (Fig. 35 a).

3.2.2 Longueur dela partie aérienne

L’inoculation semble stimuler faiblement les parties aériennes des témoins et les échantillons
traités aux doses 10°M et 10°M, cependant cet effet demeure non significatif au seuil 0.05%.
L’inoculation par B. fungorum souche Bf01 semble restaurer la diminution de la taille des
parties aériennes du blé dur & la concentration de 10°M, probablement en protégeant la
plantule de I’effet du norflurazon au niveau racinaire. Pour une concentration plus élevée en
norflurazon (10*M), nous notons une diminution de la longueur aérienne qui ne semble pas

restaurée par I’inoculation de la souche Bf01 (Fig. 35b).

3.2.3 Biomasse sechede la partieracinaire (PR)

De la méme maniere que pour la longueur racinaire (Fig. 35a), I’inoculation des plantules
de blé dur par B. fungorum souche BfO1 permet d’améliorer la production de biomasse

racinaire (Fig. 35 c). Cette inoculation a un effet positif en présence du norflurazon et ceci
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aux différentes doses (10, 10° et 10™*M). Notons que I’effet inoculation est plus marqué

pour la dose de 10™M.

3.2.4. Biomasse seche dela partie aérienne (PA).
Comme pour la taille des parties aérienne, il ne semble pas y avoir un effet inoculation,

puisque les différences entre les traitements ne sont pas significatives (Fig 35d).

3.2.5. Rapport « PR/PA »

L’inoculation améliore de facon hautement significative le rapport PR/PA des plantules les
plus stressées (10*M). (Fig. 28 e). L’effet inoculation observé particuliérement pour la dose
de 10™M traduit la protection de la plantule de blé dur par B.fungorum souche Bf01 vis-a-vis

du norflurazon.
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Figure 35. Effets de I’inoculation par B.fungorum sur la croissance du blé dur (Tritium
durumL.) var. MBB traité aux différentes concentrations en norflurazon.
Mesures réalisées apres 21jours de culture en pots.

(a) Longueur de la partie racinaire.

(b) Longueur de la partie aérienne.

(c) Biomasse seche de la partie racinaire.

(d) Biomasse séche de la partie aérienne.

(e) Ratio : PS des racines /PS des parties aériennes.
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Figure 36. Effets de I’inoculation par B.fungorum sur la croissance racinaire des plantules de
blé dur (Triticum durum L.) var. MBB traitées aux différentes concentrations en
norflurazon

(@) plantule témoin. A gauche non inoculée, a droite inoculée.

(b) plantule traitée & la dose 10* M en NFZ. A gauche non inoculée, & droite
inoculée.

(c) plantule traitée & la dose 10° M en NFZ. A gauche non inoculée, & droite
inoculée.

(d) plantule traitée & la dose 10° M en NFZ. A gauche non inoculée, & droite
inoculée

3.2.6 Effets du norflurazon sur la morphologie du blé dur (Triticum durum L.)var.M BB

L’effet le plus marqué est celui obtenu & 10*M avec un important blanchissement des
plantules (feuilles). Cette dépigmentation débute par la base des feuilles et se propage vers
I’extrémité, c’est le phénomeéne de « photobleaching » qui entraine la formation des plantes
albinos(Fig 37 b.).
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Figure 37. Effet du norflurazon sur la morphologie du blé dur (TriticumdurumL.) var .MBB.

(@) : Plantules de blé dur non traitées au norflurazon.

(b) : Plantules de blé dur traitées au norflurazon & une concentration de 10 M.

Chez les plantules traitées & 10°M, la dépigmentation touche partiellement les feuilles alors
que la tige est totalement verte.
A 10°M les feuilles du blé dur (Triticum durum L.) var .MBB, ne présentent aucune

différence avec les plantules témoins.

3.3 Effets de la prométryne sur la croissance des plantules de blé dur (Triticum
durumL.) var. MBB.

Sur une méme période de végétation (3 semaines), les cultures de blé dur (Triticum durumL.)
var. MBB, sont traitées par la prométryne aux concentrations (10“*M, 10°M et 10° M).
L’effet de la prométryne sur les parametres de croissance de (Triticum durum L.) est

représente dans la figure 38.

3.3.1. Tailledela partieracinaire

Nous avons mesuré I’incidence des traitements prométryne sur I’élongation racinaire.
Contrairement au Norflurazon, les résultats obtenus avec différentes doses de prométryne
montrent que la taille des parties racinaires ne semble pas tres affectée par la présence de cet
herbicide.

Nous avons enregistré une valeur de 21.83cm pour les plantules témoins et des valeurs de
19.33 ,20 et 18.66 cm respectivement pour les plantules traitées & 10°,10° et 10*M (Fig. 38
a). L’analyse de la variance ne décele pas de différence significative entre les longueurs

racinaires des plantules témoin et celles traitées par la prométryne & 10, 10 et 10°M.
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3.3.2. Tailledela partie aérienne

La taille des parties aériennes est marquée par les doses croissantes en prométryne (10°107 et
10™*M) qui affichent des tailles respectives de 24.66cm, 23.33cm et 19.33 cm. La plus grande
taille étant observée chez le témoin (Fig 30b). Nous notons une différence significative entre
la taille de la partie aérienne du témoin et celles des plantules traitées & la dose 10 M (Fig.
38b).

3.3.3. Biomasse seche dela partieracinaire (PR)
La détermination des biomasses seches racinaires a montré que les poids les plus élevés sont
en faveur des plantules témoins et celles traitées & 10° M et 10°M avec les valeurs moyennes
qui sont respectivement de 0.032 ,0.035 et 0.030 g. La valeur de la biomasse seche racinaire
atteint 0.020 g, pour la dose 10™M. (Fig. 38 c). Il semble y avoir un effet inhibiteur estimé &
prés de 37% pour la dose 10™M, aucune différence significative n’est décelée entre le témoin

et les plantules traitées aux doses 10 et 10°° M.

3.3.4. Biomasse seche dela partie aérienne (PA)

L’allure des résultats tant au niveau foliaire que racinaire est la méme, nous notons une légere
augmentation des biomasses aériennes séches des plantules de blé dur traitées a

10® M de prométryne par rapport au témoin. La plus faible biomasse séche est attribuée a la
dose 10*M, sans pour autant enregistrer une différence significative avec le témoin. (Fig.
38d).

3.3.5. Rapport « PR/PA »
Le rapport PR/PA le plus important est noté chez les témoins avec une valeur de 0.91et les
plantules traitées par la prométryne & 10° et 10°M avec des valeurs respectives de 0.83 et

0.77, le plus faible rapport est noté chez les plantules traitées a10*M et est de 0.66 (Fig. 38e).

L’analyse de la variance a révélé une différence significative entre le rapport du témoin et
celui des plantules traitées & 10*M de prométryne.

Ces résultats signifient que les plantules témoins et celles traitées aux doses 10”° et 10°M,
favorisent la croissance de la partie racinaire en accumulant de la matiére seche au niveau de
ce compartiment, par contre les plantules traitées & 10*M, accumulent préférentiellement de

la matiére seche au niveau de la partie aérienne.
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Figure 38. Effets des différentes concentrations de prométryne sur la croissance du blé dur
(Tritiumdurum L.) var. MBB. Mesures réalisées aprées 22jours de culture en pots.

(@) Longueur de la partie racinaire.

(b) Longueur de la partie aérienne.

(c) Biomasse seche de la partie racinaire.

(d) Biomasse séche de la partie aérienne.

(e) Rapport de matiére séche racinaire (PR)/ (PA) matiére séche aérienne
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3.4 Effetsdel’inoculation par B.fungorum souche Bf0O1, sur la croissance du blé dur
(Triticum durum L.) var. MBB, traité aux différentes concentrations de prométryne

Dans le but d’évaluer I’effet PGPR de B. fungorum, nous avons effectue les mesures des
parametres de croissance, aprés inoculation du blé dur par B. fungorum souche Bf 01,

précédemment étudiés. Les résultats sont représentés dans la figure 40.

Figure 39. Effets de I’inoculation par B.fungorum sur la croissance du blé dur (Triticum
durum L.) var.MBB, traité par les différentes concentrations de prométryne (10
M,10° M et 10° M).

(@) : plantule ttmoin non inoculée a gauche, plantule témoin inoculée a droite.

(b) : plantule traitée & la dose 10* M de PM. A gauche non inoculée, & droite
inoculée.

(c): plantule traitée a la dose 10° M de PM. A gauche non inoculée, & droite
inoculée.

(d) : plantule traitée a la dose 10° M de PM. A gauche non inoculée, & droite
inoculée.
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3.4.1. Longueur delapartieracinaire

Pour chacune des doses en prométryne (10°, 10 et 10* M) nous ne notons aucun effet
« prométryne » sur la longueur des racines, mais également aucun effet «inoculation »,
puisque les difféerences ne sont pas significatives (Fig. 40a). Notons par ailleurs que la
longueur des racines ne peut constituer a elle seule une appreéciation de la croissance racinaire.
En effet, celle-ci doit &tre combinée avec la biomasse racinaire qui, elle peut représenter un

meilleur caractere appréciant la croissance.

3.4.2 . Longueur delapartie aérienne

Nous notons un effet PGPR de B. fungorum souche B01, traduit par une augmentation de la
taille de la partie aérienne aprés I’inoculation, et ce pour le témoin comme pour les
échantillons traités par les différentes doses de prometryne. Cependant cet effet demeure non
significatif au seuil de probabilité 0.05% (Fig. 40b).

3.4.3. Biomasse seche dela partieracinaire

Contrairement a la taille des racines, I’inoculation augmente de facon significative la
biomasse racinaire seche du témoin et d’une maniere tres significative celle les plantules
dosées & 10™M de prométryne (Fig. 40c).

Aux doses 10” et 10° M, I’amélioration de la biomasse séche racinaire comparées au témoin

n’est pas significative.

3.4.4. Biomasse seche dela partie aérienne

Nous notons un effet PGPR de B. fungorum souche B01significatif pour le témoin non traité,
et peu significatif pour les plantules traitées & 10 M et 10 M, par contre aucun effet n’est
signalé avec la dose 10°M (Fig. 40d).

3.4.5. Rapport PR/PA
Nous notons un effet significatif « inoculation » sur les rapports PR/PA des plantules traitées
aux plus fortes concentrations de prométryne (10 et 10° M). (Fig. 40 e)

Le rapport PR/PA correspondant & la dose 10 M, demeure inchangé aprés inoculation.
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Figure 40. Effets de I’inoculation, sur la croissance du blé dur (Triticum durum L.) var MBB,

traité aux différentes concentrations de prométryne.

(a) Longueur de la partie racinaire.

(b) Longueur de la partie aérienne.

(c) Biomasse seche de la partie racinaire.

(d) Biomasse séche de la partie aérienne.

(e) Rapport de matiére séche racinaire (PR)/ (PA) matiére séche aérienne

66



RESULTATS ET DISCUSSION

Discussion

En absence d’herbicides, la cinétique de formation du biofilm, montre que la quantité du
biofilm évolue positivement avec la durée d’incubation telle que le rapportent Adetunji et al.
en (2005). La formation du biofilm mature en fin de période d’incubation, pourrait renseigner
sur une installation progressive de conditions défavorables dans le milieu de culture, qui
deviennent de plus en plus stressantes pour la bactérie. Ces conditions seraient conséquentes a
une carence en nutriments ; ces derniers n’étant pas eté renouvelés durant cette étude (culture
discontinue). Par ailleurs, une anoxie induite par les conditions statiques de I’étude qui
constituerait une contrainte pour une bactérie aérobie comme B. fungorum souche Bf01. Il est
largement etabli qu’un biofilm bactérien se développe en réponse a des conditions
environnementales défavorables pour les bactéries planctoniques (Jefferson, 2004).

Les biofilms formés avec une concentration de 30g.I™" sont Iégérement plus importants que
ceux formés avec une concentration del0g.L™ ; cette différence ne dépasse cependant pas
13.8%.

Rinaudi et al (2006) suggerent que la croissance du biofilm augmente avec I’augmentation en
saccharose, jusqu’a une concentration de 100g.L™, au-deld de cette concentration la
croissance du biofilm est négativement affectée. Il a été indiqué que les concentrations de
nutriment influent sur la morphologie du biofilm au niveau de la biomasse, la structure et
I’épaisseur (Molobela et llunga, 2012).

Rice et al (2005) indiquent que le biofilm formé par Serratia marcescens est plus épais en
présence de plus fortes concentrations en nutriments, alors qu’en milieu pauvre en nutriments,
le biofilm est plus mince. Cependant Oh et ses collaborateurs (2007) montrent que le biofilm
d’E.coli résulte d’une plus grande adhésion des bactéries a la surface «verre », aux plus
faibles concentrations en nutriment, plutot qu’en milieu riche en substrat.

Les biofilms (2 30g.L™ ou & 10g.L™) de mannitol présentent la méme résistance au
détachement, puisque la dispersion du biofilms aux deux concentrations, intervient a 144h. Ce
détachement traduit un état d’équilibre et représente une partie du cycle du biofilm. Nos
résultats sont confrontés a ceux obtenus par Sauer et Camper (2001) et Rochex et Lebault en
2007, qui suggerent que les biofilms formés par P. putida et P. aeruginosa se détachent plus
rapidement aux fortes concentrations en substrats qu’en milieu pauvre en nutriments, d’autres

auteurs montrent que la persistance du biofilm est attribuée a la matrice essentiellement
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composée d’EPS (Stoodley et al., 2002). D’autres études ont montré que les proportions en
EPS et cellules composant le biofilm influent sur sa persistance (Simos, 2008).

En présence du norflurazon ou de prométryne, nous notons une précocité dans la maturation
de biofilm par rapport aux témoins ; ceci qui pourrait constituer une réponse immédiate au
stress causé par la présence des herbicides.

La maturation précoce du biofilm pourrait étre corrélée avec I’installation du stress au début
d’incubation. Il a été établi que les pesticides induisent dans certains cas un stress chimique
pour les microorganismes (Beauregard, 2010).

Cette précocité dans la maturation du biofilm en présence d’un stress montre que le mode
« biofilm » augmente la résistance des microorganismes aux stress environnementaux en leur
offrant de meilleures conditions de vie (Danhorn et Fuqua, 2006 ; Dunne, 2002).

Ce changement de comportement de B. fungorum souche Bf01 en présence du norflurazon ou
de la prométryne pourrait étre attribué a des changements dans le processus de I’adhésion
bactérienne causes par les herbicides. L adhésion peut étre influencée par 3 facteurs : (i) les
caractéristiques ioniques du milieu, (ii) les caractéristiques physicochimiques de la surface
«verre » et (iii) les caractéristiques de la surface bactérienne. Sheng et ses collaborateurs en
2005 suggerent que les substances toxiques changent de maniere significative les
caractéristiques de surface des bactéries celles-ci influent grandement I’adhésion et I’initiation
du biofilm.

La formation du biofilm débute lorsque les bactéries planctoniques optent pour un style de vie
sessile. Cette « décision » est régie par la perception par les bactéries planctoniques, d’un
milieu offrant des conditions de vie plus « sécurisantes » tant sur le plan nutritionnel que sur
le plan toxicologique. Filloux et Ventre (2006), ont mis en evidence I’existence de deux
biosenseurs qui régulent le choix du style de vie par les bacteries (planctoniques ou sessiles).
La cinétiques de formation du biofilm chez B. fungorum souche Bf01, comporte 3 grandes
étapes et montrent que le développement d’un biofilm est déterminé par un équilibre entre 3
processus : I’attachement, la croissance et de détachement des microorganismes (Dellil,
2007).

Durant la maturation du biofilm nous notons une diminution de la biomasse des cellules
planctoniques dans le milieu suspendant, qui est opposée a un accroissement du biofilm lui
méme.

Ces fluctuations sont dues au fait que la croissance du biofilm est basée sur la multiplication
des cellules constitutives du biofilm, et le recrutement des cellules planctoniques venant se

greffer a sa surface (Rinaudi et al., 2006.)
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Au dela de 144h, nous enregistrons une augmentation des bactéries planctoniques dans le
milieu suspendant, ce qui signifie que des bactéries se sont decrochées du biofilm. Ces
cellules vieillissantes du biofilm réduisent leur adhésion et sont relarguées dans la phase
liquide telle que le rapportent Gjermansen et al. (2005).

Ces résultats suggerent que si le norflurazon et la prométryne, réduisent la croissance des
bactéries planctoniques, ils permettent en outre un développement plus important du biofilm
et qu’aprées adhésion, I’énergie est orientée vers la production de métabolites secondaires
(éléments structurant le biofilm) au détriment de la croissance bactérienne.

Ces résultats révelent aussi que, B. fungorum souche Bf01 est incapable de former un biofilm
en milieu YESA. En effet, sur ce milieu, B. fungorum souche Bf01 a montré une croissance
faible ainsi qu’une absence de production d’EPS. Ce résultat releve d’une appréciation
qualitative basée sur I’aspect mucoide des colonies. Ceci est a notre avis en faveur de
I’implication directe des EPS dans la formation du biofilm sur la surface « verre ».

Bien que le role des EPS dans I’adhésion bactérienne soit incontournable, certains auteurs,
ont attribué un réle controversé aux EPS. En utilisant des mutants EPS’, Santaella et ses
collaborateurs (2008) ont pu montrer que I’EPS de Rhizobium sp. YAS34, n’est pas nécessaire
a la formation de biofilm sur Arabidopsis thaliana et Brassica napus, mais contribue tout de
méme a la colonisation des racines.

La biosynthése des EPS intervient en fin de phase exponentielle de croissance. Cette
chronologie représente le modéle de production le plus largement admis. En effet, durant la
phase stationnaire de croissance, caractérisee par un équilibre entre le taux de mortalité et le
taux de croissance, I’azote devient un facteur limitant favorisant ainsi une intense production
d’EPS (Duguid et Wilkinson, 1953). Nos résultats sont en accord avec ceux émis par Fereira
et ses collaborateurs (2010) qui montrent que différentes espéces appartenant au genre
Burkholderia produisent des EPS en fin de phase exponentielle de croissance.

Les courbes représentant la cinétique de production des EPS présentent la méme allure a 10 et
30g.I™". Cependant, le niveau de production & 30g.I"* est plus élevé. Czaczyk et Myszka (2007)
rapportent que la production des EPS augmente avec I’augmentation de la concentration en
source de carbone dans le milieu. L’augmentation de la concentration en substrat carboné
comme dans notre cas le mannitol & 30 g.I" engendre un stress hydrique et, I’augmentation de
synthése d’EPS pourrait aussi survenir en réponse a ce stress.

En présence du norflurazon et de la prométryne, les résultats indiquent que la synthése des

EPS par B. fungorum souche Bf01 est dépendante de la présence d’un facteur de stress dans le
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milieu, puisque les quantités moyennes d’EPS synthétisées en présence des herbicides sont
plus importantes que celles produites en leur absence (témoins).

C’est ainsi que le stress occasionné par la présence de la prométryne ou de norflurazon a
différentes concentrations (10, 10° et 10° M) semble provoquer chez B. fungorum souche
Bf01 une réaction de protection, en produisant des quantités importantes d’EPS. Ce polymeére
servirait ainsi de zone tampon entre le milieu de culture, devenant de plus en plus agressif, en
raison de la présence de concentrations élevées en herbicides (prométryne ou norflurazon).
Des résultats similaires ont été rapportés par Ahemad et Khan (2010b) en présence
d’herbicides et Sheng et al. (2005) avec un stress aux métaux lourds.

En effet, les EPS sont également impliqués dans la tolérance des bactéries aux xénobiotiques,
c’est ainsi que la production d'EPS a conféré a une souche de Lactococcus lactis une tolérance
augmentée envers le cuivre, la nisine et le lysozyme (Looijesteijn et al. 2001).

Plusieurs auteurs ont conclu que les conditions de stress induisent donc la production d’EPS
(Champagne et al., 2007 ; Avella-Vasquez, 2010). L’ importance des EPS pour la cellule ne
semble pas étre tres grande si on considére les bactéries in vitro. Sous des conditions
naturelles, ce qui signifie des conditions fortement concurrentielles, les EPS semblent donner

aux bacteries un avantage compétitif et leur permettre de se maintenir (Cerning, 1994).

La concentration 30g.I"* de mannitol, n’engendre pas seulement une amélioration de la
synthése d’EPS, mais augmente aussi la biomasse cellulaire. Certains auteur ont signalé des
résultats similaires en utilisant de fortes concentrations en source de carbone comme le
fructose, le lactose, le glucose et du saccharose & 20g.I%, (Zhang et al., 2011), le glucose &
30g.1"(Yuksekdag et Aslim, 2008)ou le lactose & 40g.I"( Bergmaier , 2001).

Ainsi cette importante prolifération a induit une diminution du potentiel de synthese des EPS
(productivité), par rapport & 10g.1™. La croissance est positivement corrélée avec I’abondance
en substrat (30g.I" de mannitol), alors que le potentiel de synthése cellulaire des EPS I’est
négativement.

Les indices de productivité d’EPS (productivité) a 30g.I"" et/ou & 10g.I", des échantillons
traités aux différentes concentrations en norflurazon et de la prométryne , sont tous supérieurs
aux indices de productivité d’EPS des témoins. Ce qui montre que le potentiel de synthese
d’EPS de B.fungorum souche Bf01, augmente face a un stress, exprimant la nécessité d’une
protection contre les agressions du milieu, ce role est d’ailleurs, largement attribué aux EPS.
En situant la synthese des EPS au cours de la croissance de B. fungorum souche Bf01, nous

avons observe que chez les témoins non traité, la synthese des EPS a lieu en fin de phase
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exponentielle de croissance. Cette synthése intervient quand le taux d’azote diminue (en fin
de phase exponentielle) d’ou un rapport C/N plus important. L’excédant en carbone est
destiné a la production des EPS apres ralentissement de la croissance, qui devient limitée par
un faible taux d’azote.

En présence des herbicides, et & 10g.I™, la production d’EPS a lieu pendant le premier cycle
cellulaire, alors qu’a 30g/l de mannitol la synthese d’EPS a lieu durant le deuxiéme cycle
cellulaire.

L’augmentation de la concentration en substrat a engendré un décalage de production d’EPS.
L’abondance en substrat aurait atténué la concurrence pour la source de carbone entre la
croissance et la production d’EPS. Dans tous les cas, le profil de production des EPS a 10g/I
est différent de celui obtenu a 30g/l. ces résultats suggerent que la concentration en substrat
serait, au moins, un facteur impliqué dans ce décalage de production.

L’étude des parametres de croissance de B. fungorum souche Bf01, a révélé que cette souche
est a croissance rapide. En effet les colonies de B. fungorum souche Bf0lcultivées sur gélose
nutritive apparaissent aprés seulement 48h d’incubation. La vitesse de croissance des
bactéries telluriques représente un élément important en écologie microbienne. En effet, dans
le cas des relations « plantes-bactéries », elle détermine I’aptitude qu’ont certaines bactéries
dites a croissance rapide a proliférer rapidement et ainsi coloniser la rhizosphére quand les
conditions leurs sont favorables. Ces populations bactériennes sont les premiéres a s’installer
dans la rhizosphére, mais leur maintien dépend de leur pouvoir de compétition et d’adaptation
aux différents facteurs abiotiques (Kaci, 2006).

Le temps de génération affiché par B. fungorum souche Bf0O1 sur milieu TSB, est de 3 heures.
Le temps de génération (G), correspond au temps nécessaire a la bactérie pour se diviser et est
I’inverse du taux de croissance(L).

Le taux de croissance varie avec I’espéce bactérienne, la nature et la composition du milieu
(Perrier et al, 1997).

Des souches de P. fluorescens, appartenant & un genre apparenté au genre Burkholderia, le
genre Pseudomonas, cultivées sur milieu TSB, accusent un taux de croissance de 0.32 h*
(Delaquis et al., 1989).

En présence du norflurazon et de la prométryne, nous notons une extension du temps de
génération, proportionnelle a I’importance de la dose en herbicide testée. L’imposition d’un
stress s’accompagne systématiquement d’une réduction du taux de croissance (Dressaire,

2009) et par conséquent une augmentation du temps de genération.
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En conditions de stress, I’extension du temps de géneration pourrait s’expliquer par le fait que
I’adaptation au stress entraine une vaste réorganisation de la physiologie cellulaire. Cette
réponse concerne les niveaux d’ARN messagers et de protéines mais aussi les processus
cellulaires majeurs que sont la transcription, la traduction et la dégradation des protéines.
(Dressaire, 2009).

Ces observations se référant aux temps de génération sous contrainte du norflurazon et de la
prométryne, sont en accord avec les temps de génération prolongés des bactéries du sol
cultivées dans des conditions de laboratoire avec le chlorpyrifos (Munazza et al, 2005) et sous
stress phénol (Munazza et al., 2004) .

En présence du norflurazon et de la prométryne, la production de biomasse est ralentie.
Toutefois, la croissance n’est pas complétement inhibée et les bactéries sont capables de
compléter leur cycle de vie.

Que se soit & 10 g.I" ou bien & 30 g.I" de mannitol , le norflurazon et la prométryne exercent
donc un effet inhibiteur sur la croissance de B. fungorum. Cette inhibition traduit, une réponse
adaptative de B. fungorum souche Bf01, qui aboutit a un état de tolérance, et par conséquent a
une survie dans un environnement en présence d’une perturbation chimique. Cette inhibition
est d’autant plus marquée que les concentrations en herbicides sont plus fortes. Plusieurs
travaux ont signalé des résultats similaires en présence d’autres herbicides comme I’atrazine
le métolachor, le métobromuron (Cork et Krueger ,1992 ; Taiwo et Oso, 1997 ; Ayansina et
al., 2005).

Cette capacité a croitre en présence de fortes concentrations en norflurazon et de prométryne,
peut étre temporaire ou permanente. Le développement de la tolérance aux pesticides est un
processus complexe qui se produit tant au niveau physiologique que génétique et les
microorganismes ayant développé une résistance aux pesticides sont souvent capables de les
dégrader (Kumar et al., 1996).

La résistance temporaire aux herbicides est en grande partie due a des changements
physiologiques qui orientent le métabolisme bactérien vers une nouvelle voie métabolique
afin de contourner une réaction biochimique inhibée par une substance toxique (Herman et
al., 2005).

La résistance permanente par contre, s’établie en raison de modifications génétiques, hérités
par les générations bactériennes suivantes (Bellinaso et al., 2003 ; Johnsen et al., 2001). Aux
plus faibles concentrations (10° M), la prométryne, stimule la croissance de B. fungorum

souche Bf01 jusqu’a dépasser légerement les niveaux de croissance des témoins apres 48 h de
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culture, ce phénomene a été observé chez Escherichia coli en présence d’antibiotiques comme
I’amoxicilline, I’acide nalidixique, la netilmicine et la dibékacine (Lobry, 1991).

Deux explications non exclusives de cet effet ,apparemment paradoxal ,ont été avanceées :

e les faibles concentrations d’antibiotiques inhibent préferentiellement la croissance des
individus ayant un mauvais rendement ce qui améliore le rendement global de la
population.

e on apporte avec I’antibiotique un ou plusieurs micro-élément qui augmente le rendememt
de la croissance, car les cellules peuvent alors faire I’économie des voies de synthése

correspondantes (Lobry,1991).

Nous notons une meilleure prolifération bactérienne & 30g.I™" qu’avec 10g.I™. Une plus forte
concentration en substrat (30g.I"") semble atténuer I'inhibition de la croissance causée par les
herbicides. Une plus forte concentration en substrat représente une source supplémentaire
d’énergie pour les bactéries en situation d’un besoin grandissant pour I’ATP afin d’assurer les
réparations nécessaires a la tolérance de ces deux herbicides.

L’utilisation du mannitol apres 48h d’incubation en présence du norflurazon et de la
prométryne montre que la bacterie consomme plus rapidement le mannitol. Cependant,
I’énergie tirée de cette consommation n’est pas totalement dédiée a la croissance, puisque
celle-ci enregistre des niveaux bas par rapport aux témoins qui consomment les mémes
quantités en substrat aprés 72h et 96h respectivement avec 10g.I™" et 30g.I™ de mannitol.

L’energie serait partagée entre :

e La maitenance qui englobe :

- les mecanismes de tolérance et de détoxification (Chu et Papoutsaki ,1979).

- lamobilité des cellules.

- le maintien des gradients transmembranaires des solutés (Hueting, 1979).

- Le maintien du pH intracellulaire.

- la production d’EPS qui s’avére compétitive avec la croissance pour le substrat
(Looijesteijn et Hugenholtz, 1999). Il est largement admis que la synthése d’EPS
survient en réponse a un stress et que ce dernier agit en inhibant la croissance
bactérienne.

e La chute de biomasse au bout de 48h d’incubation, en présence du norflurazon et de la
prométryne, pourrait révéler une détérioration des conditions physico-chimiques du
milieu, suite a I’apparition dans le milieu de culture, de métabolites toxiques générés par

la dégradation des herbicides par B. fungorum souche Bf 01.
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Les courbes ce croissance de B. fungorum souche Bf 01 en préesence du norflurazon et de la
prométryne , évoquent le co-métabilisme. L’allure des courbes de croissance des échantillons
traités évoque celle des courbes de croissance observées en cas de dégradation des pesticides
par cométabolisme chez Bacillus circulans et Bacillus macerans, deux souches tolérantes au

stress induit par un pesticide, le chlorpyrifos (Savithal et Saraswathi, 2012).

e Ladeuxieme phase de croissance serait due :
- al’utilisation des produits de lyse par les bactéries qui ont survécu,
- alareéutilisaion des EPS.
- ala dégradation des PHB (poly-hydroxy-butyrates) qui est la forme de réserve de
substrat carboné majeure chez les Burkholderia, que la souche aurait accumulée

pendant la phase exponnentielle de croissance, sur milieu riche en carbone.

Le norflurazon et la prométryne sont des herbicides qui affectent la plante par le biais d’une
fonction physiologique vitale qui est la photosynthese. Cette étude nous a permis de faire un
premier constat sur I’influence de ces deux molécules d’herbicides et leur impact sur la
croissance du blé dur : (Triticum durum L.)Variété Mohamed Bel Bachir en culture en pots et

en hydroponie.

Nous avons noté un effet dépressif des herbicides sur la croissance des plantules du blé dur
cultivées en pots et en culture hydroponique, entrainant une réduction de la taille et de la
biomasse de la partie aérienne et racinaire. De plus, les racines des plantules stressées sont
nettement moins ramifiées que celles des témoins. Ceci peut étre lié au déficit de
photosynthése causé par I’application du norflurazon et consécutif a la disparition partielle ou
totale des pigments associés a la chlorophylle, ce qui diminue I’accumulation de pool de

carbone nécessaire pour la synthese des protéines.

L’application du norflurazon aux plantules du bé dur entraine I’apparition des symptémes
du « bleaching » ou dépigmentation & partir d’une concentration de 10°M. Ce sont les
concentrations excédant et incluant (10°M) qui sont suffisantes pour atteindre la cible
biochimique du norflurazon : la phytoene desaturase, qui induit le blocage de la synthése des
caroténoides. Ceci engendre des espéces radicalaires responsables d’une dégradation
membranaire a laquelle s’opposeraient les caroténoides, si leur synthese n’avait pas été
bloquée par les fortes doses en norflurazon (10°M et 10 M). Des résultats similaires ont été
rapportés par Killing en 2010 en testant I’effet du norflurazon sur le blé dur et a rapporté que

la dose minimale déclenchant le bleaching est de 5.10°M.
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Pour la concentration la plus faible utilisée [10°M], nous n’avons observé aucun symptome
de phytotoxicité chez le blé dur (Triticum durum L.) var. MBB. Nous avons méme noté un
Iéger effet favorisant la croissance des feuilles et des racines par rapport au témoin. Alors que
des doses élevées en norflurazon et de prométryne engendrent un stress oxydatif, les plus
faibles concentrations en prométryne augmentent les taux d’enzymes antioxydantes comme la
superoxyde dismutase (SOD), la peroxydase (POD), la catalase (CAT), et I’ascorbate
peroxydase (APX) chez le blé (Xiao et al., 2008).

Un effet similaire de I’herbicide « aclonifen » sur les plants de blé dur, a été noté par Kiling
en 2010. La dose 10°M représenterait une dose « d’alarme » pour la plantule de blé dur.

En culture hydroponique, la réduction de la croissance pour les doses 10™ et 10° M est plus
marquée qu’en culture en pots, cela pourrait étre lié a une plus forte « concentration réelle »
en norflurazon parvenant a la plante. En effet, dans le sol, une quantité non négligeable des
herbicides apportés reste adsorbée aux particules de sol. Ces herbicides ne se retrouvant pas

dans la solution de sol, échapperaient ainsi aux interactions avec la plante.

Dans le cas de la prométryne et contrairement au norflurazon les symptémes morphologiques
ne sont pas trés visibles, sauf qu’a 10*M la réduction de la taille aérienne & forte
concentration d’herbicide, serait probablement due a une accumulation des formes actives
d’0O, (O, singulet) due a une réduction de la capacité photosynthétique. Cette accumulation
d’O, singulet aurait pour conséquence une destruction des thylakoides, et par conséquent
I’inhibition de la synthese des pigments photosynthétiques.

Avec la prométryne les taux d’inhibition significatifs de la croissance s’opérent a partir d’une
dose de 10™M. De ce fait le norflurazon s’avére plus toxique pour la plante que la
prométryne. La tolérance peut étre estimée a partir de la concentration minimale inhibitrice
« CMI », plus la CMI est grande, meilleure est la tolérance. Jiang et Yang en 2009, ont

indiqué que la CMI de la prométryne pour le blé dur (Triticum aestivum) est de 0.84.10™ M.

L’inoculation des plantules de blé dur traitées aux différentes doses en norflurazon et en
prométryne, a révélé un effet positif sur la croissance du blé dur. Cet effet s’est fortement
manifesté aux doses phytotoxiques (10 et 10° M) notamment, I’amélioration de la
croissance de la partie racinaire, ce qui a engendré un rapport PR/PA tres significativement
élevé. Ceci permettrait une meilleure absorption des éléments nutritifs par le blé, avec pour
conséquence une amélioration de la croissance.

Cet effet promoteur de la croissance serait directement lié a la présence de la bactérie ou

indirectement par le biais de la plante.
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Chez les plantules témoin et les plantules traitées avec la concentration de 10°M, I’état
physiologique du blé dur est relativement bon. Cela veut dire que ces conditions permettent
une bonne photosynthése qui engendre un pool de carbone important vers la rhizosphere
« rhizodéposition » qui mene a une prolifération de I’inoculum et par conséquence a une
colonisation des racines de blé. Ceci nous conduit a conclure que les phénomenes de
compeétition entre populations microbiennes autochtones et allochtones ne constituent pas un
obstacle a I’installation et au maintien de B. fungorumdans la rhizosphére du blé dur. De plus,
il a été établi que les bactéries PGPR augmentent le flux d’exsudation de la plante avec
laquelle elles interagissent.

Plusieurs especes du genre Burkholderia ont été signalées comme promotrices de la
croissance végétale (Conye et Vandamme, 2003). Ces traits PGPR sont essentiellement
attribués a la capacité de ces bactéries a solubiliser le phosphate, a fixer I’azote atmosphérique
par certaines Burkholderia diazotrophes dans la rhizosphere du blé dur (Ben Mahmud, 2008)
ou symbiotique (Chen et al., 2004), a I’activitél-aminocyclopropane-1-carboxylase(ACC)-
désaminase (Shaharoona et al., 2007) , a la synthése d’hormones de croissance (auxines et
cytokinines) ainsi qu’au biocontrdle(Ait Barka, 2002).

En présence d’herbicides aux concentrations de 10*M et 10°M, I’inoculation conduit & une
augmentation tres significative du rapport PR/PA, notamment aux doses phytotoxiques (10
‘M et 10°M). L’interaction « plantes stressées —B. fungorum» a fortement atténué I’effet
dépressif du norflurazon et de la prométryne sur la croissance du blé dur. Ceci pourrait

s’expliquer par plusieurs voies :

e Partant du fait que les herbicides stimulent la biosynthese des EPS chez B.fungorum,
cette bactérie aurait produit des EPS qui auraient adsorbés les herbicides ainsi cette
gangue muqueuse réduirait les quantités du norflurazon et de la prométryne
disponibles dans la rhizosphere. Par conséquence les concentrations en herbicides
« actives » seraient inférieures a celles déclenchant les symptémes de phytotoxicité,
atténuant ainsi le stress oxydatif causé par les herbicides.

e L’interaction « B.fungorum -blé dur (Triticum durum L.) var. M.B.B » pourrait
contribuer a I’amélioration de I’état physiologique de la plante. Il a été montré que
I’inoculation du blé dur soumis au stress salin par Pseudomonas sp. réduit
considérablement les effets du stress a travers la stimulation de I’activité de deux
enzymes antioxydantes du blé la Glutathion réductase GR et acrobate peroxydase
I’APX (Hasnain et Sabrai, 1996) .
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e L’interaction « B.fungorum —blé dur (Triticum durum L.) var. MBB », aurait agit en
améliorant I’absorption des éléments minéraux. Il a été montré que les bactéries PGPR
améliorent de facon tres significative I’absorption minérale (N, P, K, Ca et Na) de la
laitue sous conditions de stress, comparée au témoin non stressé (Vivas et al., 2003).

Le norflurazon et la prométryne auraient subi une biodégradation qui serait attribuée a un
consortium bactérien, puisque dans la nature les biofilms hétérogenes sont tres majoritaires,
favorisant les phénomenes de synergie et de syntrophie et les échanges génétiques qui

augmenteraient les performances des différentes bactéries au sein du biofilm.
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Conclusion générale

L’ objectif principal de ce travail a été d éudier I effet de deux herbicides le norflurazon et la
prométryne sur la formation de biofilm et la production d exopolysaccharides par B.
fungorum souche BfO1 dans le but de mettre en évidence et d’ évaluer un éventuel effet PGPR
de cette bactérie sur la croissance du blé dur (Triticum durum) variété Mohamed Belbachir.
Cette étude nous a permis de mieux connaitre le comportement de B. fungorum souche Bf0O1
face & une situation de stress générée par deux herbicides le norflurazon et la prométryne.

Les résultats obtenus ont montré la capacité de B. fungorum souche BfO1 a former un biofilm
sur la surface «verre». Cette bactérie n'en fait pas une exception, puisque le genre
Burkholderia renferme de nombreuses especes ayant cette stratégie d adaptation aux
contraintes du milieu.

Le stress chimique provoqué par le norflurazon et la prométryne stimule la formation de
biofilm en tant que mécanisme de protection des bactéries contre les agressions du milieu,
traduite par une précocité de production de biofilm mature par rapport au temoin non traité.
Laproduction d’ EPS a également été favorisée en présence des deux herbicides étudiés.

Les résultats ont également montré que Burkholderia fungorum souche BfO1 est tolérante au
norflurazon et a la prométryne. Cette tolérance s est traduite par persistance de cette souche,
méme si une baisse de production de biomasse a été observée.

L’ effet de la concentration en substrat indique une stimulation de la croissance et de la
production d’' EPS, atténuant ainsi |’ effet inhibiteur du norflurazon et de la prométryne sur la
croissance.

Les biofilms formés en présence de 10g.I™* sont quantitativement comparables & ceux formés
avec 30g.I™ de mannitol, contrairement aux EPS, ol la quantité produite en présence de 30 g.I°
! de mannitol est beaucoup plus importante que celle produite en présence de 10 g.I ™.

Comme pour la production d'EPS, celle des cellules planctoniques ayant participé a la
formation du biofilm est également plus importante & 30 g™ de mannitol qu'a 10 g™ de
mannitol.

Burkholderia fungorum souche BfO1 a montré un effet PGPR sur la croissance du blé dur
(Triticum durum) variété Mohamed Belbachir. Cet effet promoteur de la croissance du blé
serait le résultat de multiples facteurs agissant simultanément notamment ceux liés a la
capacité de Burkholderia fungorum souche BfOla former le biofilm, & produire des EPS, a
tolérer le norflurazon et la prométryne, mais aussi a sa vitesse de prolifération lui attribuant un

pouvoir compétitif avec les bactéries indigenes pour la colonisation des racines du blé dur.
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Par sa capacité a produire des EPS, a former des biofilms et a tolérer le norflurazon et la
prométryne, Burkholderia fungorum souche BfOl représenterait un agent potentiel dans
I’entretien du capital sol. L’ utilisation de cette souche en bioremédiation pourrait s'inscrire
dans le sens du développement durable.

Per spectives:

La rhizosphére du blé dur éant réputée pour héberger des espéeces bactériennes bénéfiques
pour la croissance du blé dur, il serait intéressant de:

e évauer lapart delacontribution du biofilm al’ effet PGPR.

e Exploitation du potentiel de bioremédiation de Burkholderia fungorum souche BfO1
dans la dépollution des sols contaminés, notamment par le norflurazon et la

prométryne.
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Annexel
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Courbe de corrdation, absorbance en fonction de la concentration en Sérum albumine bovine (BSA),
utilisée pour la détermination des protéines cellulaires par |la méthode de Bradford.
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Courbe de corré ation, absorbance 630nm en fonction de la concentration en glucose, utilisée pour le dosage des
pentoses et des hexoses obtenus dans les EPS par la méthode a1’ anthrone sulfurique.

Annexell
Milieux de culture
e Milieu Knop (Knop, 1865)
- Ca(NOs),4H,0 4.23mg
- KNO3 0.25mg
- KPO4 0.25mg
- MgSO4 0.25mg
- FeSO, 7H0O 1mg
- Eaudistillée 100m
Ajuster le pH du milieua7.
Stériliser a 120°C pendant 20min.
e Milieu TSB dilué au /10
- Tryptic Soy Broth 39
- Eaudistillée 1000ml

e Milieu TY mannitol (Tryptone yeast extract mannitol)

- Tryptone 69
- Yeast extract 39
- Eaudistillée 100ml.

Ajuster le pH du milieu a7 (avec KOH ou HCI) .
Stériliser a 120°C pendant 20min.
Avant utilisation, rgjouter 6ml/l de CaCl, (1M) stérile.



e Milieu YESA (Y east extract saccharose agar)

- Saccharose

- Extrait delevure
- K;HPO,

- MgSO;, 7H,0

- NaCl

- Agar agar

- Eaudistillée (qsp)

Ajuster le pH du milieu a7 (avec KOH ou HCI) .
Stériliser a 120°C pendant 20min.

10g
0.4g
0.5g
0.2g9
0.1g
159
1000ml



Annexelll

Lesrévéateursutilisés pour le dosage des sucresréducteurs et des protéines

e Réactif al’ anthrone (Dosage des sucres réducteurs)
- Anthrone :0.2g.
- Acide sulfurique 291% : 100ml.

e Réactif au bleu de coomassie (Dosage des protéines)
- BleudeCoomassie: 100mg
- Ethanol a95% : 50ml
- Acide ortho phosphorique a85%:  100ml
- Eaudistillée: gsp 1000ml.
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Abstract

Biofilm is the predominant mode of living bacteria in natural ecosystems. Biofilms are particularly known for their
adverse effectsin the fields of public health and industry generating substantial economic burden. Nevertheless many
studies allow to enhance their role. An example of these so-called benefits for the involvement of biofilms in the
phenomena of soil aggregation which is an important aspect that positively affect plant growth.
It is in this context that environmental work that we offer. Indeed, one of the major constraints facing the soil is
represented by the use of herbicides, which certainly can fight against weeds, but cause adverse effects on the
ground, visible in the longer term (soil fertility, structure). This study aims to investigate the effect of two herbicides
" norflurazon " and " prometryn" on biofilm formation and exopolysaccharide production in a soil isolate bacterium
Burkholderia fungorum strain BO1 .
B. fungorum strain BO1 has been shown to form a biofilm on the surface "glass' in the presence as in the absence of
norflurazon and prometryn . If the analysis of growth kinetics showed a decrease of biomass in the presence of
norflurazon , and prometryn , it is concomitant with an increase in biosynthesis of exopolysaccharides . It should be
noted that B. fungorum strain BO1, like most rhizobacteria is a fast-growing bacteria
In addition, B. fungorum this potential PGPR , it allows improving the growth of durum wheat ( Triticum durum L.)
var. MBB in the presence of norflurazon , and prometryn , suggesting a significant reduction of oxidative stress in
norflurazon , especialy for seedlings treated with higher concentrations.
Thus, the ability to produce biofilms, tolerance norflurazon and prometryn , EPS production and PGPR effect make
the bacterium B. fungorum strain B0l a candidate for inoculation of durum  wheat.
Keywords: Biofilm , Exopolysaccharides ,Wheat (Triticum durumL.) , Burkholderia , Herbicides , PGPR .
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