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RESUME

La partie aérienne des plantes, la phyllosphére, est colonisée par des communautés complexes
de micro-organismes. Les bactéries y sont numeriquement majoritaires a cote des archées et des
champignons.

Les micro-organismes de la phyllosphére influencent de nombreux processus dans les
écosystemes et jouent un rble non-négligeable d'un point de wvue agronomique et
environnemental. Certaines sont bénéfiques pour la plante, les bactéries peuvent par exemple,
modifier la croissance des plantes, supprimer ou stimuler la colonisation et I'infection des tissus
par les pathogénes et avoir un grand rble dans la résistance a la sécheresse et au stress

environnementaux.

D’autres par contre fonctionnent comme des pathogenes des plantes et peuvent agresser la
plante h6te ou méme la tuer. Cependant, la majorité des colonies microbiennes chez une plante

donnée n'ont pas d'effet détectable sur la croissance ou la physiologie de la plante.

Dans cette étude nous avons comparé la composition de ces colonies par rapport a 1’ élévation
du site, pour cela nous avons échantillonné selon un gradient d’élévation sur quatre stations de
wilaya de MEDEA sur une espece de pistachiers, le pistachier lentisque. Nous avons étudié les
communautés fongiques et bactériennes grace a la mise en culture de ces organismes et 1’étude
bioinformatique des séquences génomiques, les résultats on démontrés des corrélations positives
entres ces assemblages, la surface foliaire et 1’¢lévation, 1’identification biochimique des isolats
et ’étude bioinformatique nous ont permis d’annoter des especes propre au pistachier lentisque

voire méme de la station.

Les mots clé : la phyllosphére, Pistacia Lentiscus.l, surface foliaire, élévation



ABSTRACT

The aerial part of plants, the phyllosphere, is colonized by complex communities of
microorganisms. The bacteria are numerically majority next to arches and mushrooms.

The micro-organisms of the phyllosphere influence many processes in ecosystems and play a
non-negligible role from an agronomic and environmental point of view. Some are beneficial to
the plant, for example, bacteria can alter plant growth, suppress or stimulate colonization and
infection of tissues by pathogens, and have a large role in resistance to environmental drought
and stress. others, however, functions as plant pathogens and can attack the host plant or even
kill it. However, the majority of microbial colonies in a given plant have no detectable effect on
the growth or physiology of the plant.

In this study we compared the composition of these colonies in function to the elevation of the
site; this is why we sampled according to a gradient of elevation on four stations in region of
MEDEA on a species of Pistacia, Pistacia Lentiscus L.We studied fungal and bacterial
communities through the culture of these organisms and the bioinformatics study of genomic
sequences.

The results showed positive correlations between these assemblages, leaf area and elevation,
biochemical identification of Isolates and the bioinformatics study allowed us to annotate species

specific to the Pistacia Lentiscus or even to the station.

The key words: The phyllosphere, Pistacia Lentiscus.l, leaf area, elevation.
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Introduction

Il existe deux définitions de la phyllosphére dans la littérature, 1’une désigne 1’habitat fourni
par ’ensemble des parties aériennes des plantes [3] et ’autre désigne seulement la partie foliaire
des plantes [4]. Ces feuilles et autres parties aériennes abritent de nombreuses espéces
bactériennes et fongiques sous forme de levures, de champignons filamenteux ou encore de
spores en dormance [3]. Dans la présente étude, la phyllosphére fait référence a la partie foliaire
des plantes.

Aussi vrai que la composition phyllosphérique a été déterminée chez certaines especes, son
origine reste mal connue, en premier lieu, les variations climatiques changerai
considérablement la structure et I’assemblage de ces microorganismes [5]. Il se pourrait aussi
qu’elle soit liée a la génétique de 1’espeéce [6], en I’occurrence a tous ce qui caractérise ses traits
foliaires comme les huiles essentielles et les phénols [7], cas du pistachier lentisque qui
présente d’importante propriété aromatiques.

Ces organismes peuvent étre soit épiphytes en vivant sur la surface des feuilles [8], soit
endophytes vivant a I’intérieur des tissus, dans les espaces intercellulaires des feuilles [9] ; [10].
La distinction entre le statut d’endophyte et d’épiphyte n’est pas évidente. En effet, certaines
especes microbiennes peuvent activement pénétrer les tissus de le feuille pour devenir
endophytes [11]; [12].

Le pistachier lentisque se présente sous forme d’arbuste, il s’étend jusqu’aux milieux
humides, ses feuilles sont persistantes d’ou leurs disponibilité a toutes les saisons, ces
caractéristiques présentent un grand intérét pour cette étude.

Les communautés bactériennes de La phyllosphere du pistachier lentisque ont été deja étudiées,
notamment par rapport a la composition des feuilles en huiles essentiels [7], mais aussi &
I’interaction des facteurs chimiques avec les microorganismes [7] et a leurs réactions face a la
variation de 1’écosysteme [1].

IIs ont conclut que Le profil foliaire structural et chimique du lentisque refléte la taille des
populations épiphytes, or de part son feuillage de forte teneur en phosphore [15] tres
aromatique, il compte beaucoup de colonies bactériennes qui se sont adapté a I’activité anti
microbienne des huiles essentiels et 1’utiliserai méme comme source de Carbone [7].

L’objectif principal est d’étudier les effets relatifs de 1'espece hote et de 1’élévation sur les

assemblages fongiques et bactériens de la phyllosphére et de déterminer grace aux techniques



d’isolation microbiologique et de I’annotation génomique des séquences les différences entre

les communautés, leurs compositions et leurs structures.

Pour nous, L’objectif principal de cette étude est de déterminer la composition phyllosphérique
du pistachier lentisque Pistacia lentiscus et d’étudier les effets potentiels du 1’élévation et de

I’apparenté génétique sur la structure et I’assemblage de ces microorganismes.

Pour cela nous avons choisi des stations d’échantillonnage tout au long d’un gradient

d’élévation croissant sur la wilaya de Médea.

Nous avons fait en premier lieu la mise en culture des microorganismes et leurs organisation en
ensembles statistique nous permettant ainsi d’établir les différences liées au site et a la surface
foliaire suivi d’une identification biochimique des isolats pour mettre en évidence les souches
bactériennes les plus caractéristiques. En deuxiéme lieu une annotation des séquences d’ADN
des communautés fongiques de deux stations et I’alignement des séquence a était fait afin
d'estimer le niveau de diversité et caractériser les facteurs qui influent sur ces communautés , en
fin une étude génomique et bioinformatique s’est imposé pour classer les especes et les

répertorier sur les banques de génes .
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Chapitre 01: La phyllosphére comme habitat microbien

1-1. Définition
La phyllosphere, est la partie aérienne plus particulierement la surface des feuilles des plantes
[7], c’est un habitat extréme et instable colonisé par des communautés complexes de

microorganisme. Bien qu’ils sont invisibles a I’ceil nu, ces derniers font partie de notre quotidien

de par leur ubiquité et leur richesse [8].

Les communautés des microbes sont une niche pour les bactéries, les champignons, les
eucaryotes, les levures, et les protistes [9], Ou les bactéries sont majoritairement présentes a coté
des archées [10]. La phyllosphére couvre plus de 10® km? et abrite jusqua 102¢ cellules

bactériennes [10].

1-2.La surface foliaire

La surface foliaire totale sur le globe est estimée a 6,4 x 108 km?2 [10], elle est par elle-méme
une architecture complexe des microenvironnements, qui possedent des structures hétérogenes,
bidimensionnelle et tridimensionnelle, ces derniers ont dénombrable caractéristiques qui font la

particularité de la vie microbienne [12], [13].

Ces microorganismes pouvant étre vivant sur la surface des feuilles, ce sont des épiphytes. A
I’opposé ceux qui vivant a I’intérieur des tissus, dans les espaces intercellulaires des feuilles sont
des endophytes [13], [14]. Tandis qu’ils existent des microorganismes épiphytes qui pénétrer les

tissus des feuilles pour devenir endophytes.

Par conséquent on peut établir la présence d’une symbiose trés répandue et ancienne entre les

microorganismes et les feuilles associées [11], [12].
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Figure 01: Généralité sur les échanges histologique et biochimique de la phyllosphére.

1-3. La diversité et variabilité de la communauté microbienne de la phyllosphére

L'identification générale des communautés, communément présentes dans la phyllosphére des
plantes d'un taxon donné et des communautés spécialisées, adaptées a un type particulier de
I'environnement phyllosphérique, est indispensable pour parvenir a une meilleure compréhension
de l'écosysteme de la phyllosphére et des interactions fonctionnelles entre les plantes, les

microorganismes et I'environnement fonctionnel [11],[12].

L’étude de la diversit¢ de 1’assemblage des communautés nécessite des outils adaptés. Ces
derniers incluent des méthodes moléculaires dont 1’utilisation du séquencage d’ADN de haut

débit couplé avec des méthodes bioinformatiques [8].

Aureobasidium pullulans est un champignon épiphyte qu’on le retrouve souvent sur la surface
de différentes plantes dont le pommier ou sa répartition difféere en fonction de la vitesse de la
photosynthése, mais aussi des caractéristiques métabolique, génétique de la plante ainsi que des
caractéristiques liées a I'histoire de la vie, qui est I'histoire évolutive des espéces végétales

(domestication, relocalisation) [2].

La répartition de ce champignon est également liée a des propriétés spécifiques propres aux

micro-organismes dans la phyllosphére, parmi eux :



La localisation anatomique, que ce soit sur le dessus des feuilles, feuilles du bas plus prés du

sol, qui influencent fortement la structure des communautés microbiennes.

Les caractéristiques environnementales : géographie, le climat tels que la température, la
saison, l'exposition occasionnelle a des tempétes de sable et les facteurs anthropiques tels que
I'utilisation des pesticides, les traitements phytosanitaires, I'exposition aux polluants jouent un

role important dans la structuration des communautés [15], [16].

Les micro-organismes peuvent se produire individuellement sur la surface des feuilles, mais
souvent, ils se produisent sous forme d'agrégats ou de structures de biofilm [17]. Mais il est a
noter que pas tous les micro-organismes qui arrivent dans la phyllosphére sont capables de
coloniser et de grandir. Dans une certaine mesure, cela reflete les processus d'émigration a
travers des mécanismes de dispersion tels que les éclaboussures de pluie, le mouvement de I'eau
ou de l'enlévement par des insectes [17]. D’ailleurs, il a ¢été suggéré que certains

microorganismes peuvent étre uniques ou des spécialistes d’un habitat donné.

Et enfin la capacité de survivre et de croitre dépendant des caractéristiques environnementales
physico-chimique et génétiques de la plante et des propriétés spécifiques des microorganismes
de la phyllosphére, qui déterminent ensemble la structure et la diversité de la communauté

microbienne.
1-4. La phyllosphére, un habitat colonisé au cours de la saison vegétative

Les micro-organismes épiphytes peuvent varier dans la composition et la concentration et
doivent s’adapter & de multiples fluctuations impliquant le cycle de la saison, le cycle jour / nuit,
et la dynamique de développement, morphologiques et anatomiques de la plante, a partir du
bourgeon a la feuille de sénescence, ou de la fleur au fruit [11], [12], [19]. Ainsi qu'en réponse a

des événements environnementaux tels que les précipitations et le vent fort [17], [20].

Les produits de la photoasmilation tels que le sucrose, le glucose et le fructose sont présent sur
la surface des feuilles, mais les fluctuations du cycle jour/nuit provoque d’importante
modifications du profil métabolique de la plante et par conséquent la disponibilité des nutriments

nécessaires a la croissance des microorganismes épiphytes est perturber.

Les populations microbiennes peuvent varier en taille et au sein des especes végétales sur de
courtes périodes de temps [21] ainsi que sur la saison de croissance [22], avec peu de bactéries
épiphytes présents sur des feuilles peu apres la levée des bourgeons ou des graines, mais il y

aura une augmentation de la quantité par la suite [21].



Au cours d’une saison végétative, la biomasse microbienne de la phyllosphére a tendance a
augmenter. Avec une majorité des bacteries aprés débourrement, ensuite une majorité de levures,

et enfin une majorité de champignons filamenteux en fin de saison [23].
1-5. Les sources de microorganismes

Les sources de microorganismes de la phyllosphére peuvent étre multiples. Epiphytes arrivent
sur la surface de la feuille par des insectes, atmosphere, semences ou méme transmises par des
sources animales. Bourgeons d’arbres, des graines de plantes annuelles et des débris de cultures
preésidentes [24]. Ces derniers sont susceptibles d’étre les sources les plus importantes de la
colonisation de nouvelles plantes car elles contiennent d’importantes colonies de bactéries déja

adaptés a la phyllosphere [25].

Les microorganismes qui ne présente pas ou peu de multiplication dans la phyllosphére sont
considérés comme épiphytes transitoires alors que ceux ayant la capacité de multiplication en

I’absence de blessures sont connues comme ¢épiphytes résiduels.

Le transfert des microorganismes de I’atmosphére aux feuilles peut se faire par I’impaction sur
la surface de la feuille, la sédimentation ou les éclaboussures de pluie, ainsi que de la

contamination par le sol [26].

La transmission des microorganismes a partir de la rhizosphére a des parties aériennes des
plantes semble avoir été un domaine négligé de la recherche, néanmoins il existe de plus en plus
de preuves que les microorganismes sur les semences ou les racines ont la capacité a devenir
endophytes dans les racines, entrer dans le systéme vasculaire et étre transféré en interne sur les

parties aériennes des plantes ou il devient endophyte [27].

Les endophytes peuvent également provenir suite a la colonisation par les épyphytes ce qui

suggere la présence d’une communication importante dans la phyllosphére [28].

1-6. Les sites les plus communs de la colonisation des microorganismes

Les sites les plus communs de la colonisation bactérienne se localisent au niveau des jonctions
de la paroi cellulaire épidermique [29], en particulier dans les sites proteéges, dans des rainures le
long de nervures [30], les stomates et a la base de trichomes [31]. Ils sont également présents
dans la cuticule [32], dans les dépressions dans la cuticule, a proximité de I’hydathodes [33] et

dans des sites specifiques particuliers a certaines plantes telles que les fosses stomates [7].



En générale les bactéries se trouvent en un plus grand nombre sur la surface inférieure des
feuilles car cette derniere a une plus grande densité de stomate ou trichome, ou une couche

cuticulaire plus mince [28].

La distribution des populations bactériennes dans la phyllosphére peut différer sur de trés
petites echelles, qui atteignent les 0.1mm2 et frequemment bien illustrer par une distribution log-
normale tandis que les levures et champignons filamanteaux peuvent étre mieux décrits par une
distribution normale [11], [12]. Les microorganismes peuvent se produire individuellement sur
la surface des feuilles, mais souvent, ils se produisent sous forme d’agrégats ou de structure de

biofilm.

1-7.Les facteurs structurant les microorganismes de la phyllosphere

Les communautés microbiennes de la phyllosphére varié largement dans 1’espace et dans le
temps, principalement due a une large variété de facteurs qui détermine de quelle maniére les
cellules microbiennes sont capable de coloniser la feuille, et ’endroit ou ces cellules peuvent étre
localiser. L’établissement est déterminé par ’interaction entre les fluctuations extrémes des

conditions environnementales associées a la feuille qui interagissent entre eux.
1-7-1. Les facteurs biotiques

Le premier point de contacte des cellules microbiennes qui immigrent vers la phyllosphére est
la cuticule, cette surface cireuse généralement microcristalline dans la nature présente de
multiples fonctions : une barriére de diffusion, réduit les pertes en eaux et en soluté, protege
contre la pollution aqueuse; joue comme réflecteur pour minimiser les fluctuations de
température, confere la répulsion de I’eau et enfin elle agie comme élément protecteur contre les

pathogenes.

La répulsion de I’eau est particuliecrement importante pour prévenir 1’immigration des
microorganismes vers la surface de feuille, spécialement au niveau des jeunes feuilles ou la
cuticule est relativement intact comparé aux feuilles plus dgées dont leurs cuticules devient érodé
et la mouillabilité augmente. Plus encore la cuticule limite les pertes en nutriment de la feuille

chose importante pour supporter la population microbienne épiphyte.

L’utilisation de tous les biocapteurs des cellules bactériennes pour le sucrose, fructose et

glucose a démontrer que ces sucres sont localisés seulement dans des sites discret sur la feuille.



Ceci ainsi que d’autre évidence microscopique suggerent que la plupart des microorganismes
immigrant a la phyllosphére sont exposé a des environnements pauvres en nutriments et que
seulement peu de cellules se trouvent dans des zones ou les nutriments sont relativement en

abondance pour supporter la croissance.

Les feuilles de plantes libérent également une large variété de composants organiques volatils
(VOCs) dans la couche limite autour des feuilles. Incluant des micromolécules telles que le CO2,
les acétones, ou d’autres molécules de taille moyenne (des terpenoids, un nombre d’aldéhydes et
d’alcool) et tout comme des macromolécules, (une long chaine d’hydrocarbones et des
sesquiterpenoides). Il est évident que certain des ces composants peuvent étre inhibiteur ou
toxique pour certains champignons. Similairement quelque protéine sécréter par des trhicomes

glandulaires peuvent inhabité 1’activité de certains pathogenes.

Donc Le carbone ainsi que les sources nutritives de la feuille limite considérablement la

croissance microbienne en surface et joue le role de facteur sélectif.

La taille des populations fongiques et bactériennes des feuilles est corrélée avec la position de

la feuille, I’architecteur de la plante et la hauteur de la canopée.

Les caractéristiques liées a I’espece de la plante peuvent également influencer la capacité de la
feuille a supporter des microorganismes. Le nombre total de bactéries vivent a 1’extrémité de
feuilles de certaines plantes herbacée comme chez le concombre et la laitue est significativement

plus élevée que chez les graminées ou chez les plantes a feuille large et cireuse.

L’approche de la culture indépendante a démontré que la structure des communautés de la
surface des feuilles d’un individu de la méme espéce est similaire, mais elle varie

significativement entre deux especes.
1-7-2. Les facteurs abiotiques

Peu de choses sont connues sur l'effet potentiel du réchauffement climatique sur les
champignons phyllosphériques, malgré leur impact important sur la dynamique et la diversité des
communautés végétales. La structure des assemblages fongiques de phyllosphere le long des
gradients d'elévation peut fournir des informations sur cet effet potentiel, car les gradients

d'élévation correspondent aux gradients de température sur de courtes distances géographiques.

L’étude des variations dans la composition des assemblages fongiques qui habitaient la

phyllosphere du hétre européen (Fagus sylvatica) a quatre sites sur un gradient de 1000 m



d'élévation dans les Pyrénées francaises, a démontré que la composition des assemblages
fongiques variait significativement entre les sites d'élévation, tant en termes d'abondance relative
que de présence-absence d'espéces, et que les variations de composition d'assemblage étaient

bien corrélées avec les variations des températures moyennes.

Les variations de température a court terme peuvent egalement expliquer les variations des
assemblages fongiques d’une année sur 1’autre. Cela suggere donc que le réchauffement
climatique pourrait modifier l'incidence et I'abondance des espéces de champignons
phyllosphériques.

Toutefois, d’autres parametres potentiellement structurant co-varient avec I’altitude et la
température [23], comme les rayonnements UV (Ultraviolet) [34] ; [22] et les variations de

pression atmosphériques [17].

1-8. L’adaptation microbienne a I'habitat phyllosphérique :

Outre que les facteurs liés a la plante hote ainsi que I’environnement, les propriétés des
colonies des microorganismes déterminent dans quelle mesure ils sont capables de s’établir sur
la surface des feuilles. Certains microorganismes possédent une capacité inhérente a survivre
dans I’habitat existant tandis que d’autre sont capables de modifier I’environnement pour réduire

les niveaux de stress auquel ils sont exposes [38].

La tolérance aux rayons ultraviolets (UV) est susceptible d’étre une pression de sélection
important pour la survie la croissance de microorganismes. Les analyses de la culture
indépendante ont indiqué que la plupart des microorganismes isolés de sont capables de

supporter des niveaux élevés de rayonnement (UV) sur la surface de la feuille [39].

La carence en eaux et en nutriments sont des facteurs limitant la croissance microbienne de la
phyllosphere. Pour y remédier plusieurs mécanismes sont mis en joue [40]. Par exemple
I’épiphyte Pseudomonas spp peut libérer des tensioactifs qui augmente la mouillabilité de la
surface des feuilles et renforce la solubilisation et la diffusion des nutriments ce qui rend
I’utilisation de 1’eau et des substrats plus accessible aux microorganismes [41]. Il a été
récemment démontré qu’un certain nombre de bactérie de la phyllosphére augmente la
perméabilité de la cuticule dans le but d’intensifier la quantit¢ d’eau et la disponibilité des

nutriments [42].



Un autre mécanisme qui permet toute aussi d’accroitre la disponibilité des nutriments peut se
rapporté a I’aptitude de produire des toxines qui affectent le transport des ions a travers les

membranes plasmatiques des cellules végétales [40].

La bactérie pathogene des plantes Pseudomonas syringae pv. syringae secrétent une toxine
appelée syringomycin qui conduit a une lyse cellulaire. Néanmoins cette toxine peut étre
produite en quantité moindre par des souches non pathogénes de P. syringae pv. syringae de
facon que la nécrose et la maladie ne se produisent pas tandis que la libération des éléments

nutritifs des plantes est toujours stimulée [44].

Il est intéressent de signalé que la toxine syringomycin agit autant que agent tensioactif
fournissant deux mécanismes possible afin d’améliorer la disponibilité des nutriments dans la

phyllosphere [40].

Un autre mécanisme probablement plus répondu est la production et la libération de régulateur
de croissance des plantes. La production d’indole-3-acétique (IAA) est fréquente chez les
bactéries épiphytes est associée a 1’amélioration des fuites, d’éléments nutritifs et la fitness
microbienne [1].1l est suggéré que la présence d’une voie de sécrétion fonctionnelle de type 111
dans Pseudomonas fluorescens et Pseudomonas putida [45] fournit la capacité de modifier
I’habitat local, peuvent étre nécessaires pour la croissance et la survie dans la phyllosphere. La
production de pili et de flagelles peut étre également importante pour permettre la fixation des

bactéries et la colonisation dans la phyllosphere [40].

La production de polysaccarides extracellulaire (EPS) par les bactéries peut les protéger du
stress hydrique et peut aider les cellules a s’ancrait sur la surface des feuilles. Les agrégats de
bactéries peuvent ainsi les protéger contre les (UVR), la prédation et les bactériocides, régule le
PH et les échanges gazeux, améliore les échanges génétique particulierement grace au transfert

de plasmide.
1-9.Le rdle des microorganismes de la phyllosphere

Les communautés microbiennes sur ou autour des plantes jouent un réle majeur dans le
fonctionnement et la vigueur de la plante. C’est microorganismes représentent la plus grande
interface biologique sur Terre et Fournissent des services essentiels en tant que sites de fixation
du dioxyde de carbone (intercepter des composés de carbone libérés directement dePlantes),
jouent un réle dans le cycle de I’azote (nitrification des polluants de I'ammonium interceptés par

les plantes), rentrent dans la libération et la production primaire de biomasse. Et enfin joue un
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role essentiel dans la protection des plantes contre les maladies et favorise leur croissance par

divers mécanismes.

Suite a une hypothése qui a été émise disant que les bactéries de la phyllosphére de certaines
plantes pourraient jouer un réle clé dans la tolérance a une salinité excessive. Huit bactéries
endophytes appartenant & des Bacillus et des genres étroitement apparentés ont été isolées de la
phyllosphére de I'nalophyte Arthrocnemum macrostachyum poussant dans des sols agricoles

salés.

L'inoculation avec un consortium comprenant les bactéries les plus performantes a
considérablement amélioré la cinétique de germination et le pourcentage final de germination
des graines de A. macrostachyum a des concentrations élevées de NaCl, I'inoculation des plantes
a atténué les effets de la salinité élevée sur la croissance des plantes et la performance
physiologique et, en outre, ce consortium semble avoir augmenté le potentiel de A.
macrostachyum pour accumuler Na + dans ses pousses, améliorant ainsi Capacité de
phytoextraction du sodium. Par conséquent ¢a peut étre un outil adéquat pour améliorer
I'adaptation des plantes et la phytoextraction du sodium lors de la restauration des sols dégradés

par le sel.

11



Chapitre 02 : La plante étudié Pistacia lentiscus L

2- 1. Etymologie

Pistacia Lentiscus L, Darou en arabe local, Pistachier Lentisque, Arbre au mastic. On I'appelle
arbre a mastic car sa seve est utilisée pour la réalisation d'une gomme a odeur. Le nom pistachier
vient du grec pistaké. Le nom lentisque vient du latin lentus (visqueux). Pistacia lentiscus

synonyme : Lentiscus vulgaris cupani [46].

2-2. Systématique

La classification de I’espéce se fait selon .La position systématique de Pistacia lentiscus :

Régne : Végetale.
Embranchement : Spermaphytes.
Sous embranchement : Angiospermes.
Classe : Dicotylédones.
Ordre : Térébenthales.
Famille : Anacardiacées.
Genre : Pistacia.
Espéce - lentiscus L.

2- 3. Description botanique du lentisque
Pistacia Lentiscus est un arbrisseau (Haut de 1 a 3m) résineux [48]. Appartient a la famille
Anacardiacée. (Photo 1), Constitué de :

e Rameaux a écorce brun rougeatre, glabre, drageonnant a forte odeur de résine [49]. (Photo 2).

e Les feuilles paripennées a pétioles aillées de 6 a 12 folioles cariassent, de 2 a 4cm de

longueur, vert foncé lustré dessus [51]. (Photo 2).

o Fleurs dioique en courtes inflorescences denses dans les aisselles des feuilles; les fleurs méles
munies d'un calice a 5 lobes ,3-5 étamines courtes et de grande antheres, rouges foncées et les

fleurs femelles sont vert jaunatre, calice a 3-4 lobes [50]. (Photo 3).

e Fruits drupes charnues pisiformes d'environ 4mm de large, d'abords rouges, noires a la
maturité [51] (Photo 2).
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Figure 04 : Pistacia lentiscus L. Figure 05 : Les feuilles de Pistacia lentiscus L.

2-4. Caractere écogéographique

Le lentisque est originaire du bassin méditerranéen [52]; il pousse a 1’état spontané ; il est fort
répondu sur les bords de la méditerranée, comme il pénétre a I’intérieure et fréquente les plaines
et les bases montagnes, il remontant les pentes chaudes et ensoleillées; [53] et peut atteindre
1600m daltitude [54].

Le lentisque est une plante typique des régions seches et arides [55]. Il est courant en site aride
et coincide avec 1’étage semi-aride et sub-humide [56] de région méditerranéenne (de 1’Asie,
I’Europe, I’Afrique jusqu’aux Iles Canaries) [57] comme on le retrouve en Asie mineure. De
point de vue édaphique le lentisque s’adapte a tous les soles qu’ils soient argileux, sableux,
slissieux ou calcareux [56]. Il est trés favorable au développement de la faune a laquelle il fourni:
abris, nourriture et milieu de reproduction il se multiplié par semis, comme il peut rejeter des
souches [57].
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Figure 06 : Aire de répartition du Pistacia lentiscus dans le bassin
Méditerranéenne. (Alyafi, 1979).
En Algérie, le Pistacia lentiscus occupe 1’étage thermo-méditerranéen. Sa limite méridionale
se situe aux environs de Saida, sa présence au sud de 1’Atlas saharien n’est pas signalée. On le
retrouve sur tout type de sol, dans I'Algérie subhumide et semi-aride [58], plus précisément dans

le bassin du Soummam en association avec le pin d'Alep, le chéne vert et le chéne liege [59].
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Figure 07: Aire de répartition du Pistacia lentiscus en Algérie (Quezel, 1962- 1963).

2-5. Exigence pédoclimatique et écologique

Afin de permettre la levée de dormance des bourgeons, il est nécessaire que les besoins en froid
du lentisque soient satisfaits. 1l faut noter que cette espéce régresse a des températures de - 12 a -
14°C et discontinuer de -15 a -20 °C [60].

Pistacia lentiscus est I’une des espéces rejetant des souches; ¢’est une espéce trés inflammable
et trés combustible, et donc trés vulnérable aux incendies. Ce taxon est caractérisé par une forte
sélection écologique et donc un bon ajustement au stress hydrique estival pouvant durer de 1 a 6

mois. Cette adaptation s’associe a des possibilités d’installation et de maintien sur tous les types
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de sols sauf trop humide (Figure 8).  C’est une espece indifférente aux variations du milieu ; sa
dispersion indique son adaptation optimale aux conditions globales qu’offre son milicu
environnemental [61].

Pistacia lentiscus L. c'est un arbuste des maquis et des garrigues de toute la région
Méditerranéenne a 1’étage thermo-méditerranéen et méso-méditerranéen, en bioclimat humide,
subhumide, subhumide inférieur chaud, semi-aride tempérés et chauds, semi -aride supérieur
tempérée, il occupe toutes les altitudes. On le retrouve sur les différents substrats calcaires,
calcaire-marneux, marnes ou calcaires compacts, les schistes, les silices.... Cette plante pousse
sur différents types de sols tels que sablo-argileux-limoneux, argilo-limoneux, sableux et
argileux .préférent les sols a faible taux de phosphore et de potassium, mais avec des carbonates
de calcium et d'azote contenu [62], type d’habitat climacique et foréts sclérophylles ; conditions
thermophiles a xérophiles, exposition: Pleine lumiére (héliophile), chaude (Figure 8) [63].

L'étude phyto-dermologique de Pistacia lentiscus a permis de noter I'adaptation de cette espéce
au manque d'eau par: une absence totale de stomates au niveau de la face supérieure des feuilles ;
et la présence des stomates du type paracytique mésopérigéne au niveau de la face inférieure de
la feuille. Son systéme radiculaire est puissant et bien développé, saccrochant sur les pentes

rudes et les terrains rocheux, c'est un couvre sol idéal [58].
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Figure 08: Exigence pédoclimatique du Pistacia lentiscus (TELA BOTANICA, 2014).
2-6. Substances utiles et effets thérapeutiques de Pistacia lentiscus L

Le lentisque est connu pour ses effets thérapeutiques, depuis I’antique on utilisant les feuilles,

fruits et le mastic [65]. Il est employé en Orient par les dames dans de nombreuses formules
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mystérieuses de baumes jadis réputés et autant qu’antiseptique pour la bonne protection des
dents et de la cavité buccale [66].

En Algérie il a servi comme vulnéraire (ces feuilles sont machées puis appliquées sur les
blessures sous 1’effet cicatrisant), comme c’était appliqué contre les irritations et le ulcéres de
I’estomac [67]. La poudre ou décoction d’écorce et des feuilles pour guérir les troubles gastro-
intestinaux et tenus pour durative et emménagogues.

L’huile extraite des fruits, servant de liniment en cas des douleurs dorsales. En Chine la résine
est trés appréciée ou on la tient, en outre, pour astringente, carminative en cas de gonorrhée ou
spermatorrhée, elle est aux vertus calmantes [48]. La résine de lentisque était utilisée en Egypte
pour embaumer les morts [52]. Dans I’Est du bassin méditerranéen le “mastic” été utilisé pour

fabriquer la colle du pansement [69].

2-7. Effet et usage médicinaux

Le lentisque a des principes actifs d’une grande importance, en effet il agit comme antiseptique,
stimulant, hémostatique, expectorant et vulnéraire [52].

Leur huile essentielle contenue dans la résine a des propriétés anti-inflammatoire, sédatives,
astringentes et antiseptique des muqueuses et surtout des voies respiratoires et urinaires, trés
utilisé pour fluidifier le catarrhe et pour combattre certain cas de mauvaise haleine. Il est
employé en cas d’affection des voies urinaires, les calculeuses ou bien en cas des diarrhées ou
méme les dysenteries, ¢’est-a-dire comme astringent de I’ intestin.

Les extraits de lentisque viennent aussi pour l’irrigation contre les leucorrhées et comme rivage
et gargarismes contre 1’affection de la cavité dentaire [53]. La résine de lentisque est appliquée
sur les ulcéres et les furoncles, elle est mélangée a d’autres composants, servent de pansement

dentaire provisoire [52].
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PARTIE II
MATERIELS ET METHODES



1- Le milieu d’étude

1-1. Présentation de la wilaya

La wilaya est située au Nord de I’ Algérie, le chef lieu de la wilaya est située a 88 km a I’Ouest
de la capitale, Alger. Elle s’étend sur une superficie de 8.775,65 Km?. Situé au cceur de 1’ Atlas
Tellien, la wilaya de Médea est caractérisée par une altitude élevee et un relief mouvementé
enserrant quelques plaines assez fertiles mais de faible extension pour s’estomper ensuite aux
confins des hautes plaines steppiques, en une série de collines mollement ondulées. Une telle
position stratégique a fait de Médéa une zone de transit principale et un trait d'union entre le Tel
et le Sahara, d'une part, et entre les Hauts Plateaux de I'Est et ceux de I'Ouest, d'autre part [121].

La wilaya de Médéa est limitée par les wilayas suivantes : La Wilaya de Blida au Nord, La
wilaya de Djelfa au Sud, Les Wilayas d’Ain Defla et Tissemsilt & I'Ouest et Les Wilayas de
M’sila et Bouira a 1'Est [121].

1-2. Présentation des milieux d’études

Le choix des stations d’études est orienté par la présence de Pistachier lentisque qui fait I’objet
de notre étude, La consultation des travaux précédents, ainsi que selon 1’altitude, le climat et la
pollution. Nous avons donc choisi quatre stations: Oued harbil, EL Hamdania, Berrouaghia et

Tamasguida.

1-2-1. Description des stations

Oued Harbil est située dans la daira d'Ouamri, la wilaya de Médéa. Située a 6 km au sud-est
d'Ouamri la plus grande ville des environs. Située a 400 metres d'altitude, Caractérisée par un
Climat méditerranéen avec été chaud (Classification de Képpen : Csa) [126].

El Hamdania est situé dans la daira d'Ouzera, wilaya de Médéa.Le village s'étend sur 139
km2.Situé a 560 metres daltitude, Caractérisée par un Climat méditerranéen avec été
chaud (Classification de Képpen : Csa) [127].

Berrouaghia est située dans la daira de Berrouaghia , la wilaya de Médéa. La ville s'étend sur
161,3 km, Se situe a 800 metres d'altitude n'accueille aucune réserve naturelle sur son territoire.
Caractérisée par un Climat méditerranéen avec été chaud (Classification de Képpen : Csa) [127].
Tamezguida est située dans la daira de Médéa et la wilaya de Médea. La ville s'‘étend sur 99
km2. Située a 1000 metres daltitude, Caractérisée par un Climat méditerranéen avec été
chaud (Classification de Koppen : Csa) [128].
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1-2-2. Les sites d’échantillonnage
Les échantillons ont été prélevés dans différents lieux de la Wilaya de Médéa : Oued harbil EL

Hamdania, Berrouaghia et Tamezghida, effectuées le mois de février 2017. Ces régions ont été

choisies selon leur altitude, et leurs proximités géographiques a fin de mieux cibler le facteur

altitudinal.
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Figure 09: Carte géographique de la wilaya de Médéa avec les stations d’études. (MaplInfo)

Figure 10: Image satellitaires des zones d’études. (Google earh, 2017)
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1-3. Prélévement des échantillons

Les prélevements de 27 feuilles du pistachier lentisque ont été effectués aléatoirement sur 9
arbres d’ages et de sexes différents. Les feuilles ont été prélevées tout autour de I’arbre et a
différentes hauteurs. Les sujets échantillonnés sont sains et a 1’état frais, les feuilles ont été
mises dans des sacs en papier et transportées ensuite dans une glaciere au laboratoire, a fin
d’éviter la contamination des feuilles qui entraine la prolifération des souches pathogénes, nous
ne n’avons pas dépassé¢ 24h a 36h entre la cueillette des feuilles et la mise en culture au

laboratoire.
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Figure 12 : Photos des arbres d'échantillonnage de la station EL Hamdania.

Figure 14 : Photos des arbres d'échantillonnage de la station de Tamezghida.
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Tableau 01 : Les caractéristiques des stations d’études.

Les stations | Altitude | Les Les espéces entourant les | Caractéres étudié
(m) coordonnés arbres d’échantillonnages.
géographique
Oued 400 36.35276801N | = Hyphaene " Zone non
Harbil 2.711368560E | = Pistachier Atlantica | pollue.
. Olea Oleaster . L'existence
" Crataegus d'une vallée
permanente.
. Une zone
rurale, L’absence
des populations et
les routes.
El 560 36.2991907N | = Calicatame Villosa | = Zone pollué.
Hamdania 2.78579592E | = Juniperus Oxycedrus | = Zone qui se
" Olea Oleaster trouve a proximité
" Pin d’Alep de la route nationale
. Brucaria N°01
" Zone a
proximit¢ de la
platriere.
Berrouaghia | 800 36.1692429N | = Pin d’Alp . Zone pollué.
2.99376904E | = Eucalyptus " A coté de la
. Cypres route.
. Genévrier Oxycédre | La présence de la
mobilité permanente
Tamazgida | 1000 36.3612584N | Une forét de Chéne |= Zone non
2.69450426E | Séculaire. Composeées de pollué.
" Zone humide
= Chéne a Gland. protégee.
. Chéne liege. " La présence
. Chéne Vert. d’un




. Erable Champétre. lac qui

. Orme. )
s’étend sur une

superficie de 0,70
ha.

1-4. Mesures biométriques
Une caractérisation par des mesures biométriques a été réalisée : La surface foliaire a été
calculée par le logiciel MESURIM. (Annexe). La surface foliaire par plante est un critere

particulierement pertinent pour expliquer les variations de composition microbiennes de la
phyllosphére en liaison avec les conditions climatiques.
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Figure 15 : les surfaces foliaires des feuilles des quatre stations d’étude.
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1-5. Le climat

Le climat est un facteur déterminant de premier ordre pour une approche du milieu. C’est un
ensemble de phénoménes météorologiques qui sont principalement la température, les
précipitations et les vents. Le climat se place en amont de toute étude relative au fonctionnement
des écosystemes écologiques [77]. Il s’agit de mettre en évidence les relations qui existent entre
la végeétation et les facteurs climatiques.

Les facteurs climatiques d’un milieu agissent directement sur la composition microbienne de la
phyllosphére ou indirectement sur la transmission microbienne, par la température, la pluviosité,
I’humidité, le vent et gelée qui sont capable d’influencer la diversit¢ microbienne de la
phyllosphere. Le climat a Médéa (Algérie) se distingue par des caractéristiques dues a sa position
sur les monts de I'Atlas tellien, de type méditerranéen caractérisé par un photopériodisme a la
fois quotidien et saisonnier, par 1’existence des saisons thermiques nettement tranchées et par des
précipitations concentrées pendant la saison froide.

Par manque de données la station météorologique de la zone en question, la station de la wilaya
de Médéa (ONM), a été choisie comme station de référence, ceci grace a la disponibilité des

données (données complétes et longue période), ces caractéristiques sont les suivantes :

Tableau 02 : Les données géographique la station de référence.

Station ONM Latitude (X) Longitude Altitude (m)
(Y)
AIN 36.28119480 2.73190498 1045
ARAYES

Afin d’obtenir des données climatiques précises pour chaque station choisis nous avons apporté
des corrections, pour cela on utilise un Gradient altitudinal pluviométrique Seltzer 1946 [75] de
l'ordre de 40mm/100m pour 1'ensemble de I'Algérie septentrionale. Et d’autres part, un gradient
altitudinal thermique SELTZER qui est également un gradient pour M et m qui est de I'ordre de :
(- 0.4 °C /100 m) pour m et (- 0.7 °C/100 m) pour M.

1-5-1. Latempérature

La température joue un role important dans la vie et le développement de la végétation et la
diversité microbiennes de la phyllosphere, principalement par deux paramétres : la température

minimale du mois le plus froid et la température maximale du mois le plus chaud.
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Figure 16 : Moyenne mensuelle des températures moyennes des quatre stations d’étude.
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Figure 17 : Moyenne mensuelle des températures maximales des quatre stations d’étude.
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Figure 18 : Moyenne mensuelle des températures minimale des quatre stations d’étude.

L’été se caractérise par de trés haute températures, entrainant ainsi une aridité assez forte et
plus partiellement un épuisement des réserver utiles. L’hiver est par contre, humide et froid. Le
mois le plus chaud de I’année est le mois d’aout, avec une moyenne de 41.94 C° pour Oued
Harbil , 41.94C° pour El-Hamdania, 39.14C° pour Berrouaghia et 38C° pour la station
Tamezghida , alors que le mois le plus froid est le mois de février avec une moyenne de 2.06C°
a Oued Harbil, 2.06C° au niveau de El-Hamdania, 0.16C° a Berrouaghia et — 0.5 C° dans la
station Tamezghida.

1-5-2. Pluviométrie

C’est un facteur climatique important dans la dynamique et transfert des microorganismes de
la phyllosphére. Les résultats des précipitations mensuelles moyennes sont présentés dans la
figure (19).
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Precipitation 2006-2017 Médéa
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Figurel9 : Moyennes mensuelle des précipitations des quatre stations d’étude.

L’étude de la figure (19) des précipitations met en évidence I’irrégularité de la répartition des
précipitations au niveau des quatre stations. D’abord, On remarque une nette diminution de la
quantité des pluies durant la période estivale, qui oscille entre 1 a 2mm (EI Hamdania et Oued
Harbil) ,7 a 3mm (Berrouagia), et 17 a 7mm(Tamezghida). La période la moins arrosée s’étale
de Juin a Ao(t pour les quatre stations, et nous pouvons constater que le mois le plus pluvieux
est celui de Février pour la station de Berrouagia (68.10mm), le mois et enfin le mois février est

le mois le moins arrosé pour la station Tamazghida dont la pluviosité dépassee (125 mm).

1-5-3. L’humidité

D’aprés Stray1970 [76], ’humidité relative est extrémement liée aux températures. Cet auteur
ajoute qu’une faible humidité associée a des températures ¢élevées, affectent considérablement la

vie des microbiotes et leur succes reproductif.
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Figure 20: Moyennes mensuelles du taux d’humidité relative.
L’humidité est supérieure a 60 % sur les 9 mois de 1’année et ceux a partir du mois de
novembre. Le maximum est enregistré en saison hivernale avec 79% alors que le minimum est

de 45.7%, observé en été au mois juillet.

1-5-4. Le vent

Le vent est un des éléments météorologiques caractérisant le climat. Son influence dépend dans
une large mesure des particularités du relief et du degré de recouvrement des terrains. Cependant
le vent exerce une influence importante sur I’évaporation du sol d’ou sur la croissance de la
vegétation dans toute sa variété et particulierement sur la transmission des microorganismes de la
phylosphére. Les vents soufflent frequemment dans des directions instables et a différentes

intensités en fonction des saisons.
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Figure 21 : Moyennes mensuelles de la vitesse des vents.
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La répartition spatiale de la vitesse annuelle du vent (Figure 21) montre, d’'une maniére
géneérale, que le vent le plus faible est observé au cours de la période estivale, en particulier,
pendant le mois d’Avril, Mai, Juin, Juillet et Aout. Le vent le plus fort se manifeste pendant la

période d’automne, particulierement, au mois de Septembre.

1-5-5. Gelées

Elles sont fortement influencées par 1’altitude, et considéré comme facteur limitant de la

présence et I’absence de microorganismes de la phyllosphere.
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Figure 22: Moyennes mensuelles de nombre de jours de gelées.
La figure (22) montre que le nombre moyen de jours de gelées est de 2.4 jours/ an. La période
d’hiver enregistre 80 % des gelées annuelles. Le maximum de gelées est enregistré durant les

mois de Février (9.7) et de janvier (7.5).

1-6. Synthése climatique

Pour rendre les données climatiques ci-dessus plus significatives plusieurs auteurs ont proposé
des indices climatiques qui sont des combinaisons des moyennes des différentes composantes du
climat notamment la température et les précipitations. Cette synthése met en évidence les
différentes caractéristiques du climat méditerranéen. En effet ce dernier est caractérisé par un
hiver modéré et un été relativement sec et chaud. Cette différence chronologique entre
I’alimentation en eau par les précipitations et la température est responsable de la période seche
de ce type de climat. Ce décalage est souvent dénommé Xérotherme, ce qui signifie long et sec.

La réalisation du diagramme ombrothermique de BAGNOULS et GAUSSEN et du
climagramme pluviométrique d’Emberger. EMBERGER, (1955) et BAGNOULS & GAUSSEN,

(1953) [77], dans le quelle ils ont combiné les différents parametres climatiques afin de
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déterminer I’impact du climat sur la végétation et leur composition et donc particulierement sur
la phyllosphére des feuilles de pistachier lentisque.
1-6-1. Diagramme Ombrothermique de Bagnouls et Gaussen[77]

La représentation de ce diagramme (figure 23) consiste a porter sur le méme graphique les

variations des températures et les précipitations portées sur deux axes paralleles en fonction du

temps.
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Figure 23 : Diagrammes ombrothermique des quatre stations d’étude.

L’examen de la figure (23) qui représente les diagrammes ombrothermique de 10 ans (2007-
2016) des quatre stations d’étude, montre que les différents diagrammes permettent de visualiser
deux périodes humides et une autre période seche selon les différents parametres, précipitations
et température.

La station Oued Harbil, elle passe par deux périodes humides la premicre s’étend du mois de
janvier jusqu'a la fin du mois de Mars et la seconde débute du mois de novembre jusqu’au mois
de décembre. On note aussi la présence d’une période seéche qui s’étale du mois de Mai jusqu’au
mois de septembre. Les minimax absolus sont d’ordre de 2.75C°, le mois le plus arrosé est le
mois de Décembre (72.57mm), les maxima absolus sont d’ordre de 20.21C°, le mois le plus sec

est le mois de Aout (1.24mm).
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En ce qui concerne la station EI Hamdania on constate la présence de deux périodes humides,
la premiére s’étend du mois de janvier jusqu'a la fin du mois de Mars et la deuxiéme du début du
mois de novembre jusqu’au mois de décembre. On note aussi la présence d’une période séche
qui dure depuis le mois de Mai jusqu’au mois de septembre. Les minimax absolus sont d’ordre
de 0.87 C°, le mois le plus arrosé est le mois de Décembre (100,57mm), les maxima absolus sont
d’ordre de 17C°, le mois le plus sec est le mois de Aout (1,24mm).

La station Berrouaghia passe par la premicre période humide qui s’étale de janvier jusqu’a
Avril et la deuxiéme de Novembre a décembre. La troisieme période est la période séche qui
débute au mois d’Avril et se termine au mois de Novembre. En général, durant la saison froide
elle s’échelonne sur plus de six mois (Novembre jusqu’a fin Avril), les minimax absolus sont
d’ordre de 7.5C°, le mois le plus arrosé est le mois de Février (68mm). Et les maxima absolus
sont d’ordre de 27C°, le mois le plus sec est le mois de Juillet (Smm)

Et enfin la station Tamezguida passe par la premicre période humide qui s’étale de janvier
jusqu’a Mai et la deuxiéme de fin Septembre a décembre. La troisiéme période est la période
seche qui débute au mois d’Mai et se termine au mois de Septembre. Les minimax absolus sont
d’ordre de 6C°, le mois le plus arrosé est le mois de Février (125mm), les maxima absolus sont
d’ordre de 27C°, le mois le plus sec est le mois de Juillet (3mm).

Par conséquent ce diagramme climatique montre ainsi la durée de la période favorable et
défavorable a la croissance de Pistachier lentisque et donc présente une signification de la

diversité et la dynamique de microorganismes de la phyllosphére.

1-6-2. Le Quotient pluviothermique d’Emberger (1955) [78]
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Figure 24 : Climagramme du quotient pluviothermique d’Emberger.
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L’étude bioclimatique entreprise auparavant montre bien qu’il y a des différences climatiques
entre les stations étudiées ; ces différences s’observent au niveau des deux facteurs climatiques
qui sont les précipitations et la température. Apres cette étude qui est axée sur la variabilité de
chaque paramétre climatique au sein de ces stations, Nous avons constaté qu’il y a une 1égere
différence entre les stations étudies.

Les régions d’études ont un climat méditerranéen avec un étage bioclimatique comme suit:

La station de Oued Harbil se localise dans I’aride avec un Q2 de 26.82, la température
minimale moyenne du mois le plus froid 2.06°C.

La station de Berrouaghia se localise dans le semi aride avec un Q2 de 46, la température
minimale moyenne du mois le plus froid 0.16°C.

La station d’El hamdania se localise également dans le semi aride avec un Q2 de 43. 71, de la
température minimale moyenne du mois le plus froid 0.18°C.

La station de Tamezguida se trouve dans le sub humide avec un Q2 de 93, la température

minimale moyenne du mois le plus froid varie 0.17°C.
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2- Isolement et identification des microorganismes

L’intégralité de ce travail a été réalisée au niveau du laboratoire de la Faculté des sciences de
I’Université de Médéa, durant la période Mars de 1’année 2017. Les objectifs de cette étude
s’articulent autour des points suivants :

Isolement et identification des bactéries inconnues a partir des deux cotés de feuilles de
pistachier lentisque afin de caractérisé la diversité des bactéries selon 1’élévation. Etude

macroscopique, microscopique et biochimique des souches.

2-1. Calcule de la surface foliaire

Nous avons fait le calcule de la surface foliaire de toutes les feuilles récoltées grace au logiciel
Mesurim, on a d’abord pris les feuilles en photo sur une surface blanche, ensuite en I’a transféré
sur le logiciel qui calcule la surface de tout objet sans forme géométrique précise, ces calcules

nous ont permis de faire une comparaison entre les feuilles des différentes stations.

2-2.  Préparations des feuilles et mise en culture des microorganismes
Les boites des du milieu de gélose nutritive et ont été préalablement préparées en coulant
entre 15 et 20ml de milieu de culture fondu au bain marie et conservé au réfrigérateur dans une

période n’excédant pas une semaine pour €viter les contaminations.

2-2-1. Matériels pour mise en culture

Les produits chimiques et réactifs utilisés au cours de cette étude sont les suivants :

- Les colorants : Violet de Gentiane, fuschine, cristal violet, bleu de méthyléne ;

- Les réactifs : Le réactif de Tashiro, réactif de Vogues Proskaeur (VPI et VPII), réactif de
Kovacks, réactif de Bradford, TDA, James, Nit 1, Nit 2, Zym 1, Zym 2.

- Alcool et autres : Ethanol, lugol, eau oxygénée, sulfate de potassium, Sulfate de cuivre,
caséine, acides aminés (tyrosine, D-L phénylalanine, leucine, cystéine, glycine), sucres (glucose,
galactose, lactose, xylose, arabinose, saccharose, tréhalose, adonitol, tergitol, inositol, raffinose,
sorbose, mannose, cellobiose et dextrine), trypsine, albumine sérique bovine (BSA).

Les milieux d'isolement nécessitent des milieux gélosés (La composition des milieux de
cultures utilisés figure dans 1’annexe), contenant de nombreux facteurs de croissance. Il est
important de toujours utiliser des milieux fraichement préparés et conserves en aérobiose avant

leur utilisation.
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2-2-2. Méthode d’isolement

Les techniques de culture sont nombreuses, Parmi les techniques frequemment employées, on
trouve l'ensemencement d'une souche sur boite de Pétri: Il s'agit de placer des bactéries a la
surface ou a l'intérieur d'une gélose. L’opération a été réalisée dans des conditions d’asepsie
totale (bec Bunsen, pince flambée). La feuille est étalé puis tapoter sur boite de Pétri contenant
un milieu géelose (annexe), le tapotage se fait des deux cotés de la feuille, donc pour chaque
feuille on obtient deux boites de pétri pour chaque surface, cela est tres important pour étudier
I’éventuel possibilité qu’il y est une déférence entres les microorganismes des deux surfaces.
Les boites sont ensuite misent a incubation dans une étuve, a 37 °C pendant 5 jours pour les
bactéries. L’étape suivante consister a s€lectionné les souches les plus représentatives pour
procéder a leur purification par un repiquage sur milieu Gélosé. Chaque colonie choisie a été
prélevée, et ensemencée, puis incubée a 37 °C pendant 24H. L’ensemencement est réalisé selon
la technique des quatre cadrans de maniére a avoir des colonies isolées et donc faciles a
caracteriser sur une boite de milieu Gélosé. Méthode de nevot :

* Prélever a 1’aide de 1’anse de platine une fraction de 1’inoculum

* Ensemencer par stries fines et treés serrées le premier demi- cercle puis flamber 1’anse de
platine, laisser refroidir

* Ensemencer le deuxiéme demi- cercle

* Flamber 1’anse de platine

» Ensemencer le troisiéme demi-cercle.

Et enfin la conservation de toutes les souches utilisées se fait au congélateur a une température

de — 80°C pour les bactéries.

2-2-3.Caracteres morphologiques
L’identification des souches isolées est réalisée selon les techniques décrites par GUIRAUD et
GALZY et al, 1980 [68].
2-2-3-1. Examen macroscopique

Il consiste a décrire les colonies obtenues apres croissance des souches bactérienne sur le
milieu Gélose, suite a une incubation de 5 jours a 37°C pendant 24 a 48 h, on se base sur les
critéres suivants : la taille, La forme, la pigmentation, le contour, I’aspect...
2-2-3-2. Examen microscopique

L’examen microscopique est révélé par le corps bactérien (La morphologie, ’arrangement
cellulaire), La mobilité de la souche qui été vérifiée par un été frais sur des cultures jeunes et une

coloration de Gram.
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2-2-3-2-a. Observation a I’état frais

Une préparation a 1’état frais permet d’examiner la mobilité des bactéries et d’en déceler la
forme, bien que ce renseignement soit plus accessible sur des frottis colorés. Si la bactérie est
sporulée, I’état frais permet également de mettre ce phénomeéne en évidence. Pour observer la
mobilité, on doit prendre garde a ne pas détruire les flagelles bactériens lors du prélévement et de
la préparation de la lame. L’observation a 1’¢état frais a ét¢ effectuée selon les étapes suivantes :
une petite goutte d’eau stérile a été disposée sur la lame, puis une fraction de colonies sur gélose
a ¢été prélevée pour faire une suspension homogene dans la goutte d’eau en incorporant
progressivement 1’inoculum et en remuant trés délicatement (afin de ne pas casser les flagelles)
et enfin la lame a été recouverte par une lamelle en évitant d’enfermer des bulles d’air.
L’observation a 1’état frais a objectif 40 nous a permis de visualiser, des bactéries qui sont
considérées comme mobiles (lorsque des trajets trés différents sont observés) et des bactéries
immobile (animée de mouvements d’agitation normaux dits mouvements browniens : agitation

moléculaire, qu’il ne faut pas confondre avec la mobilité).

2-2-3-2-b. Coloration de Gram :

Cette technique permet de faire la différentiation entre les bactéries Gram positives et Gram
négatives et renseigne sur la forme et la disposition des bactéries. La coloration de Gram a été
réalisée selon la méthode classique décrite par Gram (1884), et c’est la méthode la plus utilisée
dans I'étude et la classification des bactéries en fonction de la composition de leur paroi. La
coloration de Gram a été effectuée selon les étapes suivantes : Une colonie a éte prélevée a partir
d’une culture sur boite et étalée sur une lame de verre. La lame a ensuite été séchée a I’air libre,
passée a la flamme afin de fixer I’échantillon puis laissée refroidir a I’air libre. Aprés fixation, la
lame a été posée sur un porte-objet et colorée avec le violet cristallisé pendant 1 min avant d’étre
rincée a lugol. Recouverte avec du lugol pendant 1 min, la préparation a ensuite été rincée a I’ecau
distillée pendant environ 5s. La lame ainsi rincée, a été soumise a une décoloration a 1’éthanol
pendant environ 15s jusqu’a ce que 1’étalement ait pris une couleur gris-bleu puis rincée a I’eau
distillée pendant environ 5s avant d’étre colorée a la safranine pendant 1 min, rincée a nouveau a
I’eau distillée puis séchée.

La coloration de Gram nous a permet apres visualisation au microscope (objectif 100/
grossissement x 1000), de distinguer les bactéries a Gram négatif, qui précédemment décolorées
a I’éthanol, adoptent alors une teinte rose alors que les bactéries a Gram positif conservent la

premiére coloration violette.
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2-2-4. Caractéres physiologiques

L’activité catalytique permet la dégradation de I’eau oxygénée. Elle est mise en évidence en
émulsionnant la culture bactérienne a tester dans une solution fraiche d’eau oxygénée a volumes
10 sur lame. Un dégagement gazeux abondant sous forme de mousse, traduit la décomposition
de I’eau oxygénée sous I’action de I’enzyme.

La recherche de 1‘oxydase est un des critéres le plus discriminatif et le plus employé pour
I’identification des bactéries, surtout celles des bactéries a Gram négatif. Cette recherche
consiste a mettre en évidence la capacité de la bactérie testée, a oxyder la forme réduite incolore
de dérivés N-méthylé du paraphényléne diamine, en leurs formes oxydées semi-quinoniques

rose-violacées. Nous avons utilisé pour cela des disques d’oxydase.

2-2-5. caractéres biochimique

Au-dela des notions de classification, l'identification repose sur le profil biochimique de la
bactérie a 1’aide de galerie biochimique. La manipulation a été réalis¢ au niveau du laboratoire
de la faculté des sciences a Médéa on utilisant les galeries de types api20NE, api20E, api staph,
et api50CHI/E :

La préparation de la galerie et ’inoculum (tous les types de galeries) : Reéunir fond et
couvercle d’une boite d’incubation et répartir de I’eau dans les alvéoles pour créer une
atmosphére humide, ensuite déposer stérilement la galerie dans la boite d’incubation. A partir
d'une culture pure jeune de 18 a 24 heures, nous avons préparé une suspension bactérienne ayant
une concentration de 5x10® UFC/ml dans 5 ml d’eau distillée stérile, il faut bien mélanger la
suspension bactérienne au vortex 5-10 secondes pour I’homogénéiser, cette suspension doit étre
utilisée extemporanément.

L’inoculation de la galerie (Selon le type de galerie) :

2-2-5-1.1dentification biochimique des souches bactériennes par le systeme API Staph

A l'aide d'une pipette, nous avons rempli les tubes de la galerie API Staph avec la suspension
bactérienne. Puis nous avons créé une anaérobiose dans les tests ADH et URE en remplissant
leur cupule d'huile de paraffine pour former un ménisque convexe. Enfin la boite d'incubation a
été renfermer et incuber a 36°C * 2°C pendant 18-24 heures. Apres incubation, nous avons
procédé a la lecture des réactions conformément au tableau de lecture en ajoutant une goutte de
chacun des réactifs suivants : Test VP : VP 1 et VP 2. Test NIT : NIT 1 et NIT 2. Test PAL :

ZYM A et ZYM B. puis nous avons attendu 10 minutes apres chaque test.
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2-2-5-2. Identification biochimique des souches bactériennes par le systeme API 20 NE

Les tubes des tests NO3 a PNPG ont été remplis (et non les cupules) avec la suspension
précédente. Puis nous avons rempli les tubes et cupules des tests GLU a PAC, ensuite nous
avons du remplir d’huile de paraffine les cupules des trois tests GLU, ADH, URE. Apres
incubation, pour le test NO3 : nous avons ajouté une goutte de réactifs NIT 1 et NIT 2 dans la

cupule NO3. Et en dernier pour le test TRP : On ajoute une goutte de reactif JAMES.

2-2-5-3. Identification biochimique des souches bactériennes par le systeme APl 20 E

Nous avons déposé soigneusement 150 pl de la suspension bactérienne dans chaque cupule de
la galerie en utilisant un embout stérile, puis ajouter de nouveau 150 pl de la suspension
bactérienne aux cupules (citrate), VP (pyruvate de sodium) et GEL (gélatine) afin d’obtenir un
volume final de 300 ul par puits, aprés l'inoculation, nous avons du recouvrir les cupules ADH
(arginine déshydrolase), LDC (lysine déshydrolase), ODC (ornithine décarboxylase), H2S
(sulfure d’hydrogene) et URE (uréase) d'huile végétale (huile de paraffine) afin de créer une
anaérobiose, la galerie est incubée a 30°C pendant 18 a 24 heures. Apres la durée d’incubation,
la lecture de la galerie a été faite pour I’ensemble des micro-tubes sauf pour les micro-tubes VP,
TDA (tryptophane désaminase) et IND (indole) dont la lecture n’a été faite qu’aprés I’addition
des réactifs nécessaires de la fagon suivante : VP : une goutte d’hydroxyde de potassium (40%)
et une goutte d’alpha-naphtol (6%) ont été ajoutées (il faut attendre 10 minutes avant de faire la
lecture de la réaction). TDA : une goutte de chlorure ferrique (10%) a été additionnée. La lecture
de la réaction se fait immediatement. IND : la lecture de la réaction se fait aussi immédiatement

apres 1’ajout d’une goutte du réactif de James.

2-2-5-4. ldentification biochimique des souches bactériennes par le systeme API 50CHB/E
API 50 CHBJE c’est un test pour ’identification des Bacillus, notamment des bacilles & Gram

négatif appartenant aux Enterobacteriaceae, cette galerie peut étre remplacé part la combinaison

entre la galerie API 50CH et API 20E. Par conséquent suite au fait que la galerie API 50CH n’est

pas disponible, nous avons utilisé seulement la galerie AP1 20E.

La lecture de ces réactions se fait a I'aide du Tableau de Lecture et I'identification est obtenue a

I'aide du Catalogue Analytique ou d'un logiciel d'identification.
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2-3. ldentification génotypique des séquences fongiques

Pour certains champignons a croissance difficile les caractéres phénotypiques sont difficiles a
déceler ; la biologie moléculaire simplifie dans ce cas I’identification [91]. Dans ces situations,
I’amplification et le séquencage du géne 16S rRNA suivi de la comparaison de la séquence
obtenue a des bases de données ont démontré leur efficacité pour 1’identification fongique. Il
s’agit d’une méthode universelle, précise et objective, dont la variabilité¢ interopérateur est
limitée par rapport aux techniques conventionnelles [92].

Au sein d’une méme espece, ou communauté, il existe une diversité génétique (suivant les
séquences des nucléotides). Une OTU est un regroupement d’individus d’une méme espéce dont
les séquences d’ARNr 16S présentent une similitude de plus de 97,5%.
Cette standardisation internationale permet a des chercheurs d’'une méme discipline de comparer
leurs résultats, mais elle n’a pas forcément une signification biologique et d’autres valeurs de
similitude ont été proposées. Des individus d’OTU différentes ne peuvent pas appartenir a une

méme espece.

2-3-1. Matériel pour la séquennsage fongiques
Le but de cette partie du travail est d’étudier les effets relatifs de l'espéce hote et de
I’élévation  sur les assemblages fongiques de la phyllosphére est de faire Ianalyse
bioinformatique des séquences génomique afin de déterminer grace a 1’annotation les
différences entre les communautés fongiques, leurs compositions et leurs structures. Pour cela,

nous avons utilisé plusieurs programmes complémentaires:

Logiciels utilisé pour le traitement statistique : EXEL, Past et STATISTICA : pour la
réalisation de différent tableaux, figures et illustrations ainsi que des tests statistique pour mettre
en évidence les résultats et de s’assurer de leur fiabilité.

Logiciels bioinformatiques pour I’annotation génomique :

. SMS:(Séquence Manipulation Suite) recherche d’ORF.

. LOOP-3D: apres traduction de notre séquence on passe a ca modalisation 3D, cela nous
permettra de mieux comprendre et rendre notre travail plus réaliste pour cela On utilise ce
logiciel (Learning, Observing and Outputting Protein Patterns)

. Logiciel Rasmol : pour ouvrir le modele 3D.

. Blast : (Basic Local Alignement search Tool), pour la comparaison rapide d'une séquence
a une banque de séquences telles que le NCBI afin de trouver des homologues.

. MABLIRMM : pour la réalisation de I’arbre phylogénique.
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2-3-2.Préparation des échantillons et la technique de sequencage

La bioinformatique est la discipline scientifique récente qui englobe la collecte, 1’ organisation
et I’analyse de données biologiques au moyen de 1’outil informatique. Le terme bioinformatique,
aussi appelé en anglais «computationalbiology> ou <« in silico biology>> regroupe sous le
méme mot, 2 approches. La premiére approche correspond a la sensibilité plus informatique du
domaine et consiste en 1’¢laboration d’algorithmes et le développement de programmes pour
extraire I’information biologique ainsi que la création de banques de données. La seconde
approche correspond a la bio-analyse dont le but est centre sur I’analyse de ces données et leur
signification dans un contexte biologique. Ces 2 approches, bio analytique et informatique, sont
complémentaires et sont naturellement liées 1’'une a I’autre dans leur évolution. En effet, I’étude
d’un systeme biologique complet n’est rendue possible que par ’existence d’outils adaptes et
performants et la bonne compréhension des systémes biologiques permet de mettre au point des
programmes adaptes et efficaces.

La bioinformatique est une discipline jeune qui date de la seconde moitié du vingtiéme siecle.
Elle doit son essor a I’émergence et a la diffusion de ’informatique qui a permis de disposer
d’ordinateurs puissants capables de stocker et de traiter un nombre croissant de données. La
bioinformatique doit également son développement a la compréhension des objets biologiques
majeurs (ADN, ARN et protéine) et I’avénement d’outils de prédictions. L’évolution
conjointe de ses 2 approches de la bioinformatiqgue en fait actuellement une discipline
indispensable a la compréhension du vivant.

Depuis 1’énonce du dogme central en biologie moléculaire en 1958 par Francis Crick [101]
marquant les fondements de la biologie moléculaire et la définition des objets majeurs en
biologie jusqu’a la publication des séquences completes du génome de la levure Saccharomyces

cerevisiae et de I’homme a la fin du XXéme siécle de grands changements ont été opéres en

biologie.
ADN ARN Protéine :
"-'0, “” p:u’:
LT TTT LA

Figure 25 : Dogme central de la biologie moléculaire énoncé par Francis Crick en 1958.
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En & peine 50 ans, la recherche en biologie est passée de 1’étude d’un seul géne a 1’étude de
génomes et de protéomes d’organismes complets. Ce bouleversement a nécessité des moyens de
calculs de plus en plus importants, le rassemblement des banques de données existantes comme
GenBank/EMBL/DDBJ, le développement de programmes performants (BLAST, BLAT,
ProbCons) et le développement de nouvelles techniques (les puces a ADN). Cette nouvelle
¢chelle a bouleverse les méthodes d’analyse et génére de plus en plus de données.

L’analyse de cette grande quantit¢ de données n’est rendue possible que par I'utilisation de la
bioinformatique. En effet, la bioinformatique est un élément essentiel pour le passage de la

biologie a I’ére post génomique et aux études a haut débit.

Le BLAST : BLAST (Basic Local Alignement SearchTool) [102] est le programme de
recherche de similarité le plus utilisé pour les comparaisons protéine-protéine. Il fait la méme
hypothése que pour FASTA, c'est-a-dire que les meilleurs alignements doivent contenir quelque
part des petits segments strictement identiques ou de score trés élevé. Ces éléments constituent
les points dancrage a partir desquels I'alignement est étendu. L'algorithme initial de BLAST ne
permet ni les insertions ni les délétions, mais il est tres rapide et attribue une valeur statistique au
score obtenu. L'algorithme initial a été modifié plusieurs fois pour répondre a différents besoins.
Ainsi, BLAST?2 autorise les insertions et les délétions (mais la statistique n'est plus exacte) alors
que PSI-BLAST est une version qui construit des motifs consensus stockes sous forme de
matrices qui seront utilisés lors de recherches et d’alignements itératifs [103].

De plus, des filtres comme les programmes SEG [104] et DUST [105] ont été congus pour
éliminer les régions répétitives et segments de <« faible complexité > qui bruitent les résultats.
Pour cela, la séquence <« appat > est tout d'abord comparée a une banque de données contenant
des séquences représentatives des familles surreprésentées dans les banques. Les sous-fragments
de la séquence « appat > appartenant a ces familles ainsi que les régions poly X sont alors
masques (et ne seront pas utilisés) avant d'effectuer la recherche de similitude sur la banque
compléte. Du point de vu algorithmique BLAST se décompose également en quatre étapes:

o La séquence a aligner est décomposée en << mots > d’une longueur W fixe (3 par défaut
pour les protéines, 11 pour les nucléotides) et une banque de mots proches ou similaires aux
mots de la séquence initiale est créee.

. Chacun de ces mots est alors recherche a 1’identique dans toutes les s€quences de la base.

o Les alignements autour de ces mots trouves sont alors étendus tant que le score de cet

alignement ne chute pas d’une valeur X ou qu’une extrémité ne soit atteinte. Les alignements
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sont alors appelés HSPs (High-scoring Segment Pair). Le HSP de plus haut score est appelé MSP
(Maximal Segment Pair).

. Enfin, les HSPs qui ont un score supérieur a un seuil S sont sélectionnés et affiches. S’il
existe plusieurs HSPs par séquence détectée leur score est combines.

Enfin, 'interprétation des résultats ou I’analyse de la signification des alignements est un point
capital. Cette signification est évaluée statistiquement en fonction de la longueur et de la
composition de la séquence, de la taille de la banque et de la matrice de scores utilisée. BLAST
calcule ainsi un score, 1’<< E-value > qui correspond a la probabilité d'observer au hasard cet
alignement dans les banques de sequences considérées. Ainsi plus la « E-value > est faible,
plus I'alignement est significatif (Tableau 1). Cependant, la décision finale repose aussi et (peut-

étre surtout ?) sur une inspection visuelle du résultat par I'expérimentateur.

Tableau 04 : Interprétation des valeurs d’expect calculés par BLAST.

E-value Signification
E<le appariement exact, méme sequence, méme origine
100
1e-190< séquences quasiment identiques (alléles, mutations, espéces
E<1e o
voisines)
1e%< un éventuel lien entre la séquence requéte et celles qui ont été
E<0,1 )
trouvées
E>0,1 séquences de l'alignement a rejeter, sans lien avec la séquence
requéte

On peut noter que pour des séquences requétes tres courtes, la "E-Value" est tres faible, on ne
peut donc pas se baser sur ces valeurs pour estimer la signification des alignements (par exemple
pour des alignements d’oligonucléotides). Les séquences alignées et détectées par BLAST sont

appelés également<«Subject> ou « hit >.

Barcoding : Le barcoding désigne 1’usage d’un marqueur génétique standard court pour

identifierun organisme au niveau spécifique. L’idée est de développer un moyen simple, rapide

41



et utilisable par des non experts, d’identifier une espéce. Le terme « barcode ADN » a été pour la
premiére fois employé dans une étude sur Plasmodium falciparum(I’agent responsable de la
malaria). Il désignait I’usage d’un géne hyper-variable comme outil pour identifier les différentes
lignées d’une espéce et mener ainsi des études de génétique des populations et d’épidémiologie
.Le terme a été repris en 2003 dans un article proposant le géne du cytochrome oxydase 1
(COX1) comme barcode pour les animaux supérieurs [106].

La méme année, le consortium international Barcode of Life (CBOL) et le projet international
Barcode of Life (iBOL) ont réuni des équipes de recherche du monde entier et d’importants
moyens financiers ont été déployés pour organiser la constitution de bases de données de
séquences et de spécimens de référence.

L’identification d’une espeéce par barcode ADN permet de s’affranchir des limites liées a la
morphologie et de délimiter les espéces d’un complexe d’espéces cryptiques [107] ; [108];
[109].

Et de plus, I’inventaire des espéces par ce moyen est beaucoup plus rapide et ne requiert pas de
spécialisation pour I’identification des différents groupes taxonomiques. Un barcode idéal est un
géne orthologue (présent chez toutes les especes), court (moins de 1000 pb), facilement
amplifiable par PCR (Polymerase Chain Reaction) et ayant surtout un niveau de variabilité
interspécifique minimal supérieur au niveau maximal de variabilité intraspécifique.L’usage strict
du barcode ADN n’en reste pas moins une approche avec des limites.

D’abord, I’'usage d’un seul marqueur peut conduire a des erreurs, puisqu’il est possible que des
espéces différentes possedent exactement la méme séquence pour ce marqueur par des transferts
interspécifiques de genes ou par une spéciation inachevée [109].

Ensuite, la variabilité intraspécifique du marqueur par rapport a sa variabilité interspécifique est
loin d’étre a un niveau fixe. Ce seuil de délimitation (ou « barcoding gap ») est en effet bien plus
souvent un chevauchement qu’une vraie séparation , ce qui pose probleme pour établir un seuil
de similarité de séquence comme délimitation spécifique.

L’approche par seuil peut donc générer de faux positifs et négatifs, c'est-a-dire une assignation
erronée a une espéce connue ou non [110] ; [111].

Ainsi, le débat est encore animé et plusieurs études ont souligné I’importance d’établir un
diagnostic sur un faisceau d’informations plutét que sur 1’'une ou 1’autre approche uniquement

[112] ; [113] ; et [111].
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Figure 26 : lllustration du barcoding gap et du chevauchement. En bleu sont les comparaisons

intraspécifique de séquences du marqueur utilisé et en orange les comparaisons interspécifiques.

En dernier, la constitution de bases de données de séquences fiables repose sur 1’expertise de
taxonomistes en collaboration avec des molécularistes, et sur une couverture taxonomique
suffisante des especes par clade. Les bases de données internationales comme GenBank (NCBI)
ou EMBL (I’équivalent Européen) contiennent des accessions insuffisamment voire mal
identifiées [114] ; [115].

Afin de pallier ces problémes, une initiative comme UNITE [16], qui associe taxonomistes
(mycologues), molécularistes et bioinformaticiens pour construire une base de données «

corrigée », semble la plus adaptée pour I’'usage du barcode ADN [117].

Barcoding chez les champignons : Le barcoding pour les champignons était déja utilisé sans
que le terme ne soit spécifiquement utilisé¢ [118], notamment avec les travaux sur I'ITS
(internaltranscribedspacer, Figure 27) dans les années 1990 [119]. Etant le marqueur historique
pour ces organismes, il est le plus représenté dans les bases de données comme GenBank. Le
barcode COX1, proposé par le CBOL, n’est pas suffisamment résolutif pour les champignons et
est trop variable en taille pour représenter une alternative crédible [118]. Ainsi, I'ITS s’est
rapidement imposé pour les champignons [115]; [118] méme si son utilisation comporte
plusieurs limites. Parmi les limites, on peut citer une faible résolution pour certains taxons. Il
existe certains genres (Cladosporium, Fusarium, Penicillium) pour lesquels I’ITS n’est pas assez
variable pour permettre une identification spécifique [118], et d’autres pour lesquels il est trop
variable pour séparer les especes proches, ce qui est le cas des endomycorhizes a arbuscules, les

Glomeromycetes [120].
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Figure 27: Schéma de I’opéron ribosomal de I’ADN nucléaire des champignons. Le 18S, le
5.8S et le 28S sont des zones trés conservées, alors que I’ITS1 et ’ITS2 sont tres variables d’une

espece a I’autre, ce qui en fait une cible de choix pour le barcoding.

2-3-3. Preéparation des échantillons
L’¢échantillonnage est d’une importance capitale dans les études d’écologie des communautés,
et particulierement dans le cas des études des communautés microbiennes par des approches

moléculaires.

L’échantillonnage a était fait a la fin de I’année 2014 par Mme AIT OUAMER Yasmine dans
le cadre de ca thése de doctorat : 9 arbres par station, sur chaque arbre a été prélevé 9 feuilles
dont 3 sur chaque coté de I’arbre une d’elles est une foliole apicale. Les échantillons ont ensuite
été transportés dans des sachets de silicagel. Ensuite une fois les échantillons arrivés au
laboratoire un plan de travail a été établi, qui a permet de représenter chaque station avec trois
réplicas, en suivant un plan de plaque d’extraction et en respectons le nombre de puits disponible
pour le séquencage.

Le schéma ci dessue est représentatif du traitement des échantillons
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Figure 28 : traitement les échantillons pour le séquencage.

o Ensuite les feuilles ont été sorti des sachets de silicagel pour les découper avec un
pioncent de 4 mm de diametre en suivant le Protocol de Mr Thomas Fort. (Annexe).

. Extraction d’ADN : Placement des échantillons sur les plaques d’extraction, 1’extraction
d’ADN a été faite sur I’ensemble des échantillons découpées, selon un nouveau plan de plaque,
des puits ont été laissés vide, trois par plaques, pour qu’ils servent de blanc pour I’étude (Thomas
fort).

. Et enfin I’extraction a été faite selon le Protocole d’extraction d’ADN de plantes avec le
kit QIAGEN ;

A-Broyage des feuilles et extraction d’ADN

B- Pool des échantillons : le pool des échantillons dans 19 puits pour I’envoi des  séquences,
18 correspondants  aux trois réplicas des 6 stations et un blanc. (Un plan de pool qui

correspond a I’emplacement des échantillons dans la plaque).

2-3-4. Analyse des séquences

Avec le fichier des OTUs (521 OTUSs) que nous avons obtenu par Mme Ait Ouamer Yasmine,
nous avons fait une classification avec la somme de 1’expression des OTUs sur EXEL les plus
abondants et les plus spécifiques d’ordre croissant jusqu'a un seuil de limite de 400, un autre
tableau a été fait pour les fréquences d’expression de chaque station des OTUs non identifié

classé par ordre décroissant d’abondance, et enfin nous avons créé une matrice avec des classe
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de 0, 1,2, 3 des 30 OTUs les plus significatifs sur STATISTICA correspondante chacune a une
abondance d’expression des OTUs.
De 0 a 150 (classe 0)
De 150 a 200 (classe 1)
De 200 a 1000 (classe 2)
De 1000 et plus (classe 3)

2-3-5. L’annotation des séquences

L’ Analyse des 10 séquences sélectionnées parmi les 521 a pu étre faite par comparaison avec
les banques de données effectuer par le logiciel BLAST, nous n’avons sélectionné que des
séquences interprétables. L’identit¢ d’une séquence fongique est obtenue apres une recherche
d’homologie dans les banques de données NCBI (Centre National pour I’Information
Biotechnologique).

Il est a noter que ce travail de comparaisons et de recherche d’homologies des séquences sont

rapportés ci-apres :

A. recherche ’ORF

(Open Reading Frame = cadre de lecture ouvert) On a utilisée le logiciel SMS Séquence
Manipulation Suite avec le module ORF finding pour la recherche de la localisation des régions
de plus de 100 nucléotides entre un codon start (ATG) et un codon stop (TAA, TAG, TGA) et
susceptible d'encoder une protéine ou un peptide.

11 s’agit de Traduction de la séquence nucléique dans les 6 phases de lecture et Identification

des codons de la transcription.
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ORF Finder results
Results for 278 residue sequence "OTU_2" starting "AACGCAAGTT"

Ho ORFs were found in reading frame L.

»ORF number 1 in reading frame 2 on the reverse strand sxtends from base
ATGCCAGTGCGECT T TCEC T TCCTC TCARGEETCARRGAGTCCATAGACAGERAGRACGCAR

COGC A CGACAGGA T CACT AGG T TC T T TCARA CACCACCGAT TGT CGTGGGAAGCATCA
CCRAARACTCAGAT TTGEGCCAACCECOGGCECAAGCACACGHGAGGCCATTTTCCGECE
ACCGCOCACRRGATCATAG

>Translation of ORF number 1 in reading frame 2 on the reverse strand.®— Séquence tradUit
MRVRERFLERVEES IDRRTQPHDR ITRFCFRHRRLSWEASPRTQIWANRGREHT GGEE PP
TATRE*®

>CRF number 1 in reading frame 3 on the reverse strand extends from base 48 to base 227.
ARG GAGARCGCAR CCECACGACAGEAT CACTAGET TCTGT TTCAARCACCACCGATTGT
CeTGGEAAGCATCACCGAARACTCAGAT TTGGECCAACCGLGEGUECARGCACACEGEAG
ORI TT O OGO A OGO CR R CA TR TR GEATTTGECAGEEEEECARCEATECGTGR

»Translation of ORF number 1 in reading frame 3 on the reverse strand.
TGERNRTTGELGSVENTTDCRGRHERKLRFGPTAGRSTREATFREPPODHR IWEGGNDA
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B. Modélisation 3D

On a utilisé le logiciel LOOP-3D (Learning, Observing and Outputting Protein Patterns)
car apres traduction de notre séquence on passe a ca modalisation 3D, cela nous permettra de
Voir que notre sequence est authentique. Apres 1 jour nous avons recu un E-mail (fichier qui
contient la protéine de cette sequence pour utiliser la forme 3D) ensuite, nous avons ouvert ce
fichier avec le logiciel Rasmol. Aprés 1 jour nous avons regu un E-mail (fichier qui contient la
protéine de cette séquence pour utiliser la forme 3D) ensuite, nous avons ouvert ce fichier avec le

logiciel Rasmol.

E-mail | Bettaoula.aicha@vyahoo.fr |

Job name [ oTuU 2 |

Input sequence (amino acids one-letter code only, no names, numbers etc):

Copier-coller la traduction (sans la forme fasta)
EX:
QIRRIQESKRCGEVNRTNY KGTYMKLITEYNESHIECLVEKKENGEK DY TIQGIFAQTNK KNRNGRVYPKD
IMERKAVARY
DEKEQIK TKRAVGELNHPEGPTVNLDKVSHLITNLEFKGDDIVGK ARILDTPNGKIVKGLLEGGVOLGVSTR
GMGSLESKN
GAMOWV

[ submit ]

C. Domaines Protéiques

Les domaines protéiques peuvent étre utilisées pour la classification et l'annotation
automatique des protéines, pour cela on a utilis¢ L’INTERPRO qui classe les séquences en
superfamilles, familles et sous-familles; prédit I'occurrence des domaines fonctionnels et des

sites importants.
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D. Leshomologues

La recherche d’homologues est effectuée par I’analyse BLAST (Basic Local Alignment and
Search Tool) au NCBI pour trouver d’éventuelles protéines similaires a notre protéine traduite
(protéines homologues). Nos séquences sont alignées avec celles qui sont connues et présentes
dans les banques de données fournissent la liste des résultats probables correspondant a notre

séquence, avec les valeurs de similarités des sequences.

Les programmes de comparaison de séquences ont pour but de repérer les endroits ou se
trouvent des régions identiques ou tres proches entre deux séquences et d'en déduire celles qui
sont significatives et qui correspondent a un sens biologique de celles qui sont observées dans les
banques internationales.

Le BLAST détecte de courts segments (onze nucléotides identiques ou deux tripeptides
similaires) qui sont localement homologues a la séquence inconnue. Les résultats des
comparaisons de séquences sont présentés sous forme de ratio d’homologie entre les séquences

obtenues et les séquences de référence les plus proches.

BLAST : w blaztn saice

1-Savoir entrer une séquence appropriée et corrigée

Standard Huclsotide BLAST

BLE ST ey o o s et SR 1Ay i eIl ey

ST of FASTA sequescelt) 4 . Gy sdereye

O, upload fils

Chomiaiias un fithelt  Aucun Bhe ¢

ok Titke T3

Al T of MONE WqUENCES

2- Savoir choisir la bonne base de données

Exchuds Wodads (0L F

Limit

Emtrez Cusey 1% ']

3-Savoir choisir le bon programme
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Toutes les séquences de référence proches de nos souches ont été extraites des banques de
données NCBI. En fonction des critéres de qualité de I’alignement (E-value, maximum
d’identité, couverture, etc), le choix de la séquence la plus pertinente on le retrouve entre 3 et 5
premiers résultats qui ont les mémes régions étudiées. Ces séquences de références constitueront
ainsi une source de séquences de référence, outil essentiel pour nos études taxonomiques et pour

des prochaines études phylogénétiques.
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Ensuit, nous avons couché les groupes choisit (groupe d’étude et groupe externe) pour obtenir

les homologues. Pour enrichir I’arbre phylogénétique.

|

;

.
o
.|
1

111

52



Specas Summary» 20 per pagew Sat by Defauit order v Send v Filters: Manage Fiters
Panis (%)
Customize . .
Rems: 1 t0.20 0f 25 Aoy e
Molecuds types T
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Copeas U Phtacia lenfistys solate B 183 rix Pistxiaxm(jl
Source databases 1. spacer 1 58 ibosomal ANA gene and inte R?'#l_‘lmt‘?,"
INSOC (GeeBa) 25 rhosomal RNA gene garta sequere Potmi itk (f)
% Pistacia cucphuongensis (1)
Custoniz 703 bp inear DNA Al e taxa 3
Gonelic Acesson m:;W More
compartments Genfank  EASTA Poosel
Plassa ) -
" - Find related data =
Cusmmgem : Database: Sefect r
Releass date 703 bp inear DNA
Customrange Acteeson KTSS5130.1 GF 1015620035
GanBank FASTA Graghis Popsel
Revision date
Cusomrange 0 Pistaci lenfistys isolate BLOZEKS 18 Recent activity &
ik ribosomal RNA gene parial sequence B The Roe of 165 VA Gene Sequncing i
Sow 3300z ters 703 bp near DNA Ieetific ation of Microoegarisms Misiden
Actesson KTHSE122.1 G 1015820934
iy s [B Magrobophyta emvironmental samgle clone
A 0, Ty DoasH Migt 5 58 sbosomal RN ucecse
g [B Pistacia lentiscus isolate PLOZTW1 185
‘ ribosomal RNA gene. partial sequen lucesnce
[ Rtws vrens voucher Steinmann 3719 185
653 bp Enear DNA rbosomal RNA gene, partial sequin ececede
Actession EF193082.1 @ 145232630
Goofark FASTA Gohis Pogse B Rous balayilastd 165 RNA goe

Ces dernieres sont utilisées sous un format de fichier texte
des séquences biologiques de nature nucléique.
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Nucleotide mm vvl

FASTA >

ligne2

Search
Adarced =)
Sendta »
Change region shown 3
Pistacla lentiscus isolate PLESTG 188 ribosomal RNA gene, partial sequence; o
internal transcribed spacer 1, 5.8 ribosomal RNA gene, and internal transcribed o
spacer 2, complete sequence; and 26S ribosomal RNA gene, partial sequence
GenBank KTG6614 1 | 1 M)lm this sequence
At Qs fule igne R BLAST
JT986133.1 Pistacia lestiscus dsolate PLESTE 185 ribososal MWK gene, partial sequence; Pk Prmées
{nternal transcribed spacer 1, 5.8 ribosomal WA gene, and intersal transcribed spacer 2,
complete sequence; aed 265 ribosomal WA gene, partial sequence Fipit Seumce s
CARGATTTCCTAGOTAMCTGOBGANGIATCATTGTCGAMAC CTECCAMGCAGACGACCLATOANC Find m thes Sequence
T CATAACATCCO0BRCCOATRRRCTTCRTECCTOTETECCTCCACCCETECTTCRTCGRETETTESTC
GTATGTTTOCGCATELBACTOCCTCETCOT TECGCATTAACOAACCCOOGCOCOAAT TECOTCAMGGAM
TCTTAMGAGAGAGCTCGATCCTOTCGCLCCOOALALEETRIRCGTACORRATGTRTGRCCTTCTTTCAT
AATCAATAACBACTCTCGOCARCOEATATCTCGOCTCTCGCATCGATGAMBAACTAGCGMATECGATA Related infomution ,
CTT GG T ET AT TGCABAATCCCBT GAACCATCGAGTCTTTGAALBCARTTGCACCCCAMBLCTTTASE PrgSe
O OA G ACETCTOCC TGOOTTCACRCATCGT TACCCCOTTCCCAATCCTATRATCTTGTGECOTE '
OO OAMATEECCTCCCOTGTACTTOCSCCCGCOITTCOCCCARATCTRAGTTTTCAETEBATECTTLLC Taxeromy
AR T GOTOT T TGAAACAGAACC TAGTGATCC TGTCATECAOTTCCETTCTCCTGTCTATGo )
CICTTTGACCCTTGAGAGOAAGCGAARGLOCACTCOCATTGL GACCCCAGETCAGIC BOGATTACCCOCY
24
\ Recent actity -
Tendd Ca

B The Role of 165 RNA Gene Sequarcieg i
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Job Tide

Nous avons mis les étiquettes (OTU) pour notre séquence, (Prol, Pro2...) pour les homologues
de groupe d’étude et (Tril, Tri2...) de groupe extérieure.
E.  Arbre Phylogénique

L'arbre phylogénique présente les relations de parenté entre organismes vivants. Il montre qui
est proche de qui, et non pas qui descend de qui. Il permet d'identifier les homologies et les

homoplasies. Nous avons utilisés logiciel (MAB LIRMM) a la carte.
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F.  Classification Taxonomique

C’est une classification qui donne la nomenclature, le nom scientifique qui existe dans les
bases de données de la souche la plus proche a I’organisme qu’on cherche a identifier, on a

utilisé la taxonomie a partir des bases de données de taxonomie NCBI.

: O - Taxonomy
\ ~ 5 ard

< NCB! [ A Browser

Seaech for 5 covgiserame Y F Kk Go

Display | 3 IEvels using Wer rone v

Leucosporidium creatinivorum

Ewtrez records

[ Desboweame Dt lisky

) . Le nom scientifique (la souche la plus proche)

§ c N feonds
[t Blasr nevwd: havidbemyestes il

Py

woomm Rbodotoruly ereatimavora

swmomm Rhodetorula creatinivera

wmemn. Lencosperidiella creatinnvora

sibonity. Rlodotorula creatinivora Goluber, 1998

o+ Lemcosperidinm creatinivorun (Golwbev) V. de Garcia, M. A. Coelbs, T. Maia, L H. Bosa, A M. Vaz, C. A Resa, . P, Sampaio, P, Goncalves,

S AL R. van Broock andD, Libkind, 201

Taxonoeny
sthortty. Lencespenidiella creatmmvora {Goluber) .1 Samp., 2603 -

P R Y2838
qaEeriAl

"R RS S

material

comsomreeiea Meobotrvemoetey: Lewgs i | liales: Lencopondiam

La classification de souche inconnu (kingdom, phylum, class....)
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PARTIE Il
RESULTATS ET DISSCUSIONS



1- Résultat
1-1. L’étude des communautés bacteriennes de la phyllosphere

1-1-1- Les sites d’échantillonnage

Nous avons échantillonné sur quatre sites de differentes altitudes , avec une mise en culture de
neuf arbres par station avec trois feuilles de chaque coté de I’arbre , ces feuilles ont été tapotées
sur les deux faces supérieur et inferieure sur deux boites de pétri différentes , les résultats
obtenus sont représentes par trois parameétres dans chacune des stations :le nombre des colonies
bactériennes de la surface supérieure (B1), le nombre des colonies bactériennes de la surface

inferieure (B2) et la surface foliaire (SF) calculé avec le logiciel mesurim .

7.

Bouira

Ain Defla

Figure 29: carte représentatives des sites d’étude et leurs altitudes.

1-1-2. Etude statistiques des communautés bactériennes

L’objectif principal est d’étudier les effets relatifs de l'espece hote et de I’¢élévation sur les
assemblages des communautés bactériens de la phyllosphére et de déterminer gréce aux
techniques d’isolation microbiologique les différences entre les communautés, leurs

compositions et leurs structures.
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Afin de confirmé nos résultats nous avons eu recours a des approches corrélationnelles pour
mener a bien 1’analyse de nos données «corrélations, ANOVA (analyse de la variance), ACP

(analyse en composantes principales)». pour cela nous avons utilisé le logiciel PAST.

A-Etude du nombre de bactéries en fonction de I’élévation :

Les micro-organismes de la phyllosphére dont les communautés bactériennes sont souvent
influencés par de nombreux facteurs environnementaux, dans notre cas d’étude nous avons
choisi d’explorer I’influence de 1’¢élévation sur le développement des bactéries de la phyllosphere

du pistachier lentisque tant par rapport a la présence absence, 1’abondance et la composition.

Alt Bl B2

Alt : Elévation ; B1 : Bactéries de la face supérieur ; B2 : Bactéries de la face inferieure.

Figure 30: Nombre de bactéries des quatre stations en fonction de 1’é1évation.

Le test de corrélation entre les variables : nombre de bactéries des deux faces des feuilles des

stations d’études et le gradient d’¢lévation croissant démontre une bonne corrélation.

B- Etude du nombre de bactéries en fonction des surfaces foliaire

La surface foliaire est aussi un critere important pour déterminé le nombre de bactéries présent
a la surface d’une feuille, c’est ainsi qu’on nous avons calculé la surface foliaire de tous nos
échantillons, suite a cela nous avons fait une corrélation du nombre bactéries des deux faces en

fonction de la surface foliaire grace au logiciel Past, les résultats est le suivant :
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SF : Surface foliaire ; B1 : Bactéries de la face supérieure ; B2 : Bactéries de la face inferieure.
Figure 31 : Nombre de bactéries des deux faces de feuilles des stations d’études en fonction des
surfaces foliaires.

Le test de corrélation entre le nombre de bactéries des deux faces avec la surface foliaire

démontre une bonne corrélation.

C- Etude du nombre de bactéries en fonction de la température moyenne

La température joue un réle important dans la vie et le développement de la végetation et par
conséquent sur la diversité microbienne de la phyllosphére, d’ou I’intérét de 1’étudiée, le résultat
du test de corrélation entre le nombre de bactéries des deux surfaces de la feuille en fonction de

la température moyennes (Tmoy) est comme suit :
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T moy : température moyenne ; B1 : Bactéries de la face supérieure ; B2 : Bactéries de la face inferieure.
Figure 32 : Nombre de bactéries des deux faces de feuilles des stations d’études en fonction de
la T moy.

Le test de corrélation entre le nombre de bactéries des deux faces en fonction de la Tmoy

démontre une bonne corrélation mais qui présente certaines différences a I’intérieur des stations.

D- Etude du nombre de bactéries en fonction des précipitations moyenne

Le taux de précipitations est d’une importance capitale car il influe directement sur les
microorganismes de la phyllosphere en jouent un réle dans la dynamique de leur transfert, pour
cela nous avons effectué des corrélation a fin affirmer avec certitude son importance, le résultat

est le suivant :
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Pr moy : précipitations moyenne ; B1 : Bactéries de la face supérieure ; B2 : Bactéries de la
face inferieure.
Figure 33 : Nombre de bactéries des deux faces de feuilles des stations d’études en fonction de
la Pr moy.

Le test de corrélation entre le nombre de bactéries des deux faces en fonction des Pr moyennes

démontre une bonne corrélation.

E- Etude du nombre de bactéries en fonction de la face supérieure et la face inferieure de la
feuille

A fin d’étudié¢ les développements des microorganismes phyllosphériques au niveau de la face
supérieur par rapport a la face inférieure nous avons voulu comparé le nombre de bactéries au

niveau des deux faces, le résultat est le suivant :
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Figure 34 : Nombre de bactéries des deux surfaces de la feuille des quatre stations d’étude.

On constate que les deux courbes se développent de fagon similaire mais il y a une légere
différence observée au niveau de la courbe des bactéries de la surface supérieure qui dépasse
celle des bactéries de la surface inférieure.

E- L'analyse de la variance ANOVA

Tableau05: One-way ANOVAIES

P=0,001 Effect De I’elevation
NB1 0,001***
NB 2 0,001***
Leaf area 0,001***
Pr 0,001***
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L'analyse de la variance permet d'étudier le comportement d'une variable quantitative a
expliquer en fonction d'une ou de plusieurs variables nominales catégorielles. Le résultat de
notre analyse de la variance ANOVA est tres significatif avec un taux de p de 0.001.

G- L’analyse en composantes principales ACP

C’est une méthode de la famille de 1'analyse des données et plus généralement de la statistique
multivariée, qui consiste a transformer des variables liées entre elles (dites « corrélées » en
statistique) en nouvelles variables décorrélées les unes des autres. Ces nouvelles variables sont
nommeées « composantes principales », ou axes principaux. Elle permet de réduire le nombre de
variables et de rendre l'information moins redondante. Le but est ici d'analyser les corrélations

entre les variables et d'identifier des états se différenciant fortement des autres.

Projection of the variables on the factor-plane ( 1 x 2)
Active and Supplementary variables
*Supplementary variable

10t SUPTE e e RO
i
- i Arbre
: %urfac%Foliéré\
0,5 B ! : A\'
M :. \“'
o [ \
N~ | N
] I ..
— ,‘
& 007 ' ----
o ~F !
(G ‘
L .
0,5
-10
: ; ' ’ ’ o Active
-1,0 -0,5 0,0 0,5 10 g Suppl.

Factor 1 : 27,04%

Figure 35: Le cercle des corrélations.
On remarque que les deux facteurs de pluviométrie moyenne et altitude représentent les deux

facteurs les plus importants qui ont différenciées nos ensembles
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1-1-3. ldentification de quelques souches bactériennes

1-1-3-1. Caractérisation macroscopique

A caractérisation macroscopique, permet de décrire I’aspect des colonies obtenues sur milieu
solide GN Gélose aprés 24h d’incubation a 37°C et de déterminier les critéers relatifs aux
colonies des isolats, pigementation, contou, aspect, viscosité), pour les isolats testés on a observé
sur milieu solide des petites colonies de diamétre varie, de forme lenticulaire irriguliére et en
étoile, de couleur blanchaitres, vert,maron ou laiteuses, avec une surface lisse, et un pourtour
circulaire régulier,et une épisseur varie a la surface du milieu GN solide. Les aspects des

colonies représenter dans le tableu (01).

Figure 36 : Aspect des colonies bactériennes isolées des échantillons de Berrouaghia.

Figure 37 : Aspect des colonies bactériennes isolées des échantillons de Al Hamdania.
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Figure 39 : Aspect des colonies bactériennes isolées des échantillons de Tamezguida

S : station d’étude. A : arbre. F: feuille.  FS surface foliare supérieure.  FI : surface

foliare inférieure.
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1-1-3-2. Caractérisation microscopique

Figure 40 : Aspects morphologique cellulaire des cultures des isolats de la station Berrouaguia.

A:S1 Al F3 (FI) B:S1 A2 F3 (FS) C:S1 A4 F1 (FS) D:S1 A2
F1 (FI) E:S1 A9 F2 (FI) F:S1 A7 F1 (FS) G: Al A8 F3 (FI)
H:S1 A6 F3 (FI) 1:S1 A4 F2 (FI).

Figure 41 : Aspects morphologique cellulaire des cultures des isolats de la station EI Hamdania.
A: S2 A2 F1FI. B: S2 A4 F2 FI. C:S2A5F1FS. D:S2A5F3FI.
E: S2 A7 F3 FI. F: S2 A8 F1 FI. G:S2A9F1LFS3 H:S2A9F3FS.
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F

igure 42 : Aspects morphologique cellulaire des cultures des isolats de station d’Oued Harbil
A: S3 A3 F3 Fl. B: S3 A4 F1 FS. C: S3 A5 F3 FI. D: S3 A5 F3 FI MILIEU.
E: S3 A7 F1 FI F: S3 A7 F2 Fl. G: S3 A8 F2 FS. H: S3 A9 F1 FI 2.
I: S3 A9 F3 FS.
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Figure 43 : Aspects morphologique cellulaire des cultures des isolats de station de Tamezguida.

A:S4 A1 F1FS. B: S4 A1 F2 FS. C:S4 A1 F2FI. D: S4 A4 F3 FS.
E: S4 A6 F1 FI. F: S4 A7 F3 FI. G: S4 AT F3 FS. H: S4 A8 F1 FI.
I: S4 A9F2 FS. J: S4 A9 F3 FI.

1-1-3-3. Caractérisation physiologie et le Gram :
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Figure 37 : le mode d’association et le Gram des cellules de les isolats de station de

Berrouaghia.
A: S1 Al F3 (FI). B: S1 Al F3 (FS). C: S1 A2 F1 (FI). D: S1 A2 F1 (FD).
E: S1 A2 F3 (FS). F: S1 A2 F3 (FS). G: S1 A4 F1 (FS). H: S1 A4 F1 (FS).
I: S1 A4 F2 (FI).  J: S1 A6 F3 (FI). K: S1 A7 F1 (FS). L: S1 A8 F3 (FI).
M: S1 A9 F2 (FI).
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Figure 38 : le mode d’association et le Gram des cellules de les isolats de station de El

Hamdania.
A: S2 A2 F1 FI. B: S2 A4 F2 FI. C:S2A5F1FS. D:S2A5F3FI.
E: S2 A7 F3 FI. F: S2 A8 F1 FI. G:S2A9F1FS3 H:S2A9F3FS.
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Figure 39: le mode d’association et le Gram des cellules de les isolats de station de Oued
Harbil.
A: S3 A3 F3 FI. B: S3 A4 F1 FS. C: S3 A5 F3 FI. D: S3 A5 F3 FI MILIEU
E: S3 A7 F1 FI F: S3 A7 F2 FI. G: S3 A8 F2 FS. H: S3 A9 F1 FI 1.
I: S3 A9 F1FI 2. J:S3 A9 F3 FS.
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Figure 40 : le mode d’association et le Gram des cellules de les isolats de station de

Tamezguida.
A:S4ALF1FS. B: S4 A1 F2 FS. C:S4 A1 F2 FI. D: S4 A4 F3 FS.
E: S4 A6 F1 FI. F:S4 A7 F3 FI. G: S4 A7 F3 FS. H: S4 A8 F1 Fl.

I: S4 A9F2 FS. J: S4 A9 F3 FI.

Les résultats de 1’étude des aspects macroscopique et microscopique ont a permis de mettre en
évidence 24 souches appartenant a  différentes Bacillus, 5 souches correspondent a des

Streptocoques, et 6 souches correspondants a des coccobacilles.
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Tableau 06: Les caractéres des isolats bactériens.

La station Les souches | La mobilité Gram Catalase Oxydase
S3 A5 F3 FI | immobiles Bacille + positive
S3 A9 F1 FI | immobiles Diplobacille - | Positive
2
A3 F3FIl |i il il Positi
Oued Harbil S3 A3 F3 immobiles Streptobacille ositive
+
S3 A5 F3 FI | immobiles Bacilles + Négative
S3 A9 F3FS | immobiles Bacilles + Négative Positive
S3 A7 F1Fl | Mobiles Bacilles + Négative
S3 A8 F2FS | immobiles Bacille - Positive
S2 A2 F1 FI | immobiles Palisade + Négative
S2 A9 F3 FS | immobiles Bacilles + Positive
S2 A8 F1 FI | immobiles Streptocoque + | Positive
El Hamdania
S2 A4 F2 FI | immobiles Diplobacille - | Négative Négative
S2 A5 F1FS | immobiles Diplobacille + | Positive
S2 A5 F3 FI | immobiles Streptocoque + | Négative
S2 A7 F3 FI | immobiles Spirohéte + Négative
S2 A9 F1 FS | immobiles Bacilles + Positive
3
S1 A6 F3 Fl | immobiles Streptobacille | Négative
+
Berrouaghia S1 A4 F2Fl | Immobiles Streptocoques | Négative
+
Al ABF3 FI Négative
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Immobiles

Coccobacilles -

S1 A7 F1FS | immobiles Streptobacilles | Positive Negative
+

S1 A2 F1 Fl | immobiles Coccobacilles - | Positive

S1 A2 F3 | immobiles Streptocoque + | Négative

FS

S1 A9 F2FI | immobiles Coques - Négative

S1 A1 F3 FI | mobiles Bacilles- Positive

S1 A4 F1 | mobiles Coccobacilles - | Positive

FS

S4 A1 F1 FES | Immobile Cocobacilles + | Positive

S4 A6 F1 FI | Immobile Cocobacille + Positive

S4 A1 F2 Fl | Immobile Streptobacill + | Positive

S4 A4 F3 FS | Immobile Palissade + Positive

S4 A1 F1FS | Immobile Cocobacille - Positive
Tamezguida

S4 A7 F3 FI | Immobile bacille - Positive

S4 A1 F2 FS | Immobile Palissade + Positive

S4 A7 F3 FS | Immobile Bacille - Positive
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A8 F1 FI Immobile Palissade - Positive
A9 F2 FS Immobile Palissade - Positive
A9 F3 FI Mobiles Staphylocoque | Positive

1-1-3-4. Les résultats de I’étude des aspects biochimique :
Les méthodes de caractérisation bactériologiques décrites ont permis une identification
préliminaire des isolats cités. (S3 A9 F1 FI, S2 A5 F3 FI,S2 A5 F3 Fl,etS2 A4 F2 FI).
Les résultats obtenus par les galeries constituent le profil biochimique de la souche et servent a
son identification a 1’aide du logiciel d’identification, qui nous a permis de mettre en évidence
différentes souches bactériennes des genres : Pseudomonas sp, Paenibacillus, des micrococus

lenteus, Proteus vulgaris, et Vibrio fluvialis

Figure 41 : Résultat du test des galeries biochimique des quatre souches sélectionnées.
1-2.  ldentification génotypique des séquences fongique

Pour déterminer la composition et la structure des assemblages fongiques phyllosphérique du

pistachier lentisque  Pistacia lentiscus selon 1’élévation. Nous avons choisi des stations
d’échantillonnage tout au long d’un gradient d’élévation croissant sur la wilaya de Medéa. Le
fait d’avoir pris que deux stations sur quatre est due a la disponibilité des données de séquengage

de ces deux stations seulement.
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Figure : les deux stations d’étude (Oued Harbil et Berrouaghia).
1-2-1. Résultat du traitement des OTUSs :

Apres le traitement statistique des 521 OTUs de deux stations, nous avons estimé le niveau de

diversité et ’influence sur ces communautés.

1-2-1-1. ladiversité des assemblages fongiques

Tableau 07: les OTUs les plus abondants dans chaque station.
OTU_ID Berrouaghia Oued Harbil

OTU_15 1393 0
OTU 2 82210 133401
OTU_21 435 0

OTU 232 2923 1962
OTU 3 15061 543
OTU 4 23572 30433
OTU_6 5584 0
OTU_7 547 0
OTU_9 1664 457
OTU_97 0 544
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Le traitement statistique montré que les OTUs 15, 21, 3, 6, 7, 9 sont propres a la station
Berrouaghia a altitude 800m et OTU 97 est propre a la station Oued Harbil a 400m. Et les OTUs

2,232, 4 sont propres a 1’espéce Pistacia lentiscus.

1-2-1-2. ANOVA
Tableau 08: La variance ANOVA entre 1’élévation et I’espéce.

Source Df Sumsofsgs F
Elevation x P. lentiscus 2 1,9677 0,008***

Le résultat de notre analyse de la variance ANOVA est trés significatif avec un taux de p de
0.008.

1-2-1-3. Annotation des séquences fongiques :

Nous nos sommes intéressés aux OTUs les plus significatif et non assigné que nous avons
annoté avec les étapes précédemment cité.
Tableau 09: I’identification des OTUs les olus significatifs.

P. Lentiscus.L

OTU identification
2 Non assigné
3 Non assigné
4
6
7
9
15
21
97 Non assigné

232

Le résultat de I’annotation des OTUs non assigné obtenus sont des arbres phylogéniques :
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Figure 42 : Les arbres phylogéniques des OTUs les plus significatifs.

79




Tableau 10 : Résultat de I’annotation les OTUs étudié.

OTUs LOCUS GeneBank Journal Identification
BLAST
OoTuU_2 MF136541 | MF136541.1 | Submitted (19-MAY- | Aureobasidium sp.
525 bp 2017) Entomology and
DNA Plant Pathology,
linear PLN University
27-MAY - of Tennessee, 2505 E.J.
2017 Chapman Dr., Knoxuville,
TN 37996, USA
OoTuU_3 MF136541 | MF136541.1 | Submitted (19-MAY- | Aureobasidium
525 bp 2017) Entomology and | pullulans
DNA Plant Pathology,
linear PLN University
27-MAY - of Tennessee, 2505 E.J.
2017 Chapman Dr., Knoxuville,
TN 37996, USA
OoTU 4 EF193083 EF193083.1 | Submitted (18-DEC-2006) | Anacardiaceae;
657 bp Southwestern China Wild | Pistacia.
DNA Species Bank,
linear PLN Kunming Insititute  of
03-JUN- Botany, The  Chinese
2008 Academy of Sciences,
Kunming, Yunnan
650204, P.R. China
OTU_6 KT824245 | KT824245.1 | Submitted (22-SEP-2015) | Endoconidioma
1647 bp Plant Pathology, | populi
DNA University of Tehran,
linear PLN Daneshkadeh Street,
09-NOV- Karaj, Alborz 31587-
2015 77871, Iran
oTu_7 MF072539 | MF072539.1 | Submitted (08-MAY - | AscochytaAscochyt
566 bp 2017) Department of | a rabiel
DNA Studies in Botany,
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=5580
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=5580
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=5454
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=5454

linear PLN University
14-MAY - of Mysore,
2017 Manasagangotri, Mysore,
Karnataka 570 006, India
OTU_9 KY438230 | KY438230.1 | Submitted (15-DEC-2016) | Cladosporium
509 bp Dipartimento di Scienze | cladosporioides
DNA Veterinarie per la
linear PLN Salute, la  Produzione
30-MAY - animale e la Sicurezza
2017 alimentare, Universita
degli Studi di Milano, Via
Annibale  Grasselli, 7,
Milano 20137,
Italy
OTU_15 | KU314995 | KU314995.1 | Submitted (14-DEC-2015) | Ochrocladosporiu
517 bp Life Science and System | m frigidarii
DNA Biology, University
linear PLN of Turin, Via Mattioli 25,
31-MAY - Turin, TO 30100, Italia
2016
OTU_21 | HQ432993 | HQ432993.1 | Submitted (22-OCT-2010) | Fungi;
919 bp School of Natural | environmental
DNA Resources & Environment, | samples.
linear University of Michigan,
ENV  15- 440 Church St, Ann Arbor,
JUL-2014 MI 48109, USA
OTU_97 | KT956136 | KT956136.1 | Submitted (23-OCT-2015) | Leucosporidium.
703 bp Departament de Botanica,
DNA Universitat de
linear PLN Valencia, Av. Dr. Moliner,
12-APR- 50, Burjassot, Valencia E-
2016 46100, Spain
OTU_232 | KX249734 | KX249734.1 | Submitted (16-MAY- | Aureobasidium
542 bp 2016) Faculty of | pullulans
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=29917
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=29917
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=5277&lvl=3&keep=1&srchmode=1&unlock
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=5580
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=5580

DNA Pharmacy, AinShams

linear PLN University,

01-FEB- Khalifa EI-Maamon st,

2017 Abbasiya sg., Cairo 11566,
Egypt

L’analyse taxonomique montre que les isolats de la phyllosphere de pistachier lentisque en
fonction de leur sites d’études (altitudes déférentes) ont une biodiversité des especes fongique.
Pour les OTUs 232 et 3 les genres Aureobasidium sont les plus abondantes dans la station de
berrouaghia a 800m, et pour les OTUs 97 et 2 ce sont des genres de Leucosporidium et se
trouvent principalement dans la station Oued Harbil.

Nous avons remarqué que la plus part des especes fongique annoté sont des divisions
Ascomycota et Basidiomycota.

Pour I’OTU 4 nous avons remarqué que 1’organisme est Anacardiaceae; Pistacia, ¢a pourrait
étre en séquencant les feuilles de I’arbre, ces champignons ont était considérés comme un
morceau de la feuille et répertoriés comme tel. Car avec la technique du barcoding nous avons
réellement isolé les champignons des morceaux de feuilles , cette information sera communiqué

aux banque de geénes a fin de répertorier ces espéces autant que fungis phyllosphériques .
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2- Discussion

Dans cette étude nous avons comparé les composants phyllospheriques bactéries et
champignons du pistachier lentisque selon un gradient altitudinal croissant, nous avons organisé
ce travail en deux parties, la premiére ciblai a étudier les communautés bactériennes dans quatre
stations, la deuxiéme par contre ciblai un traitement des résultats de séquencage brute effectué
préalablement sur deux de nos stations toujours avec une différence en altitude.

L’analyse des résultats de notre travail montre que de nombreux facteurs déterminent la
diversité et la structure des communautés bactériennes et fongiques de la phyllosphére du
pistachier lentisque. Les variations dans les conditions biotiques et abiotiques, tels que
I’élévation, Les conditions climatiques, générent une variation spatiale dans les communautés
des microorganismes phyllosphériques.

Les résultats des analyses statistiques montrent que le nombre de bactéries dénombrées par
surface de feuille varie significativement en fonction de I’élévation cela a été confirmé grace a
une corrélation. La station qui représente le plus grand nombre de bactérie est celle de
Tamzghuida avec une élévation de 1000m, suivit par la station Berroughia d’une ¢lévation de
800m, donc c¢’est une relation de corrélation positive, plus on va vers une élévation plus élevée
plus le nombre de bactéries augmente. Sauf qu’au cours de notre étude nous avons constaté que
dans la station Oued Harbil avec une élévation de 400m a un nombre de bactéries presque
équivalant a celui de la station Al Hamdania avec une ¢élévation de 560m. Et c’est la que
d’autres facteurs rentrent en vigueur aussi, Tmoy et Pr moy eux aussi agissent positivement sur
le nombre de bactéries, il existe une corrélation positives du nombre de bactéries en fonction de
ces facteurs.

Le nombre de bactéries varié également en fonction des surfaces foliaire, notre teste de
corrélation démontre une corrélation positive, car plus la surface foliaire est plus grande plus le
nombre de bactéries est plus important.

Il existe une différence mais pas trés importante entre le nombre de bactéries des deux faces
supérieures et inférieurs, donc on ne peut pas confirmé avec certitude que c’est un facteur
décisive du nombre de bactérie.

Ainsi le nombre des communautés bactériennes est intimement lier aux caractéristiques
climatiques de la station, l'altitude et la surface de la feuille qui constitue un microclimat pour

ces assemblages.
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Suite a toutes ces analyses nous avons effectué¢ une Anova qui c’est révélé tres significatif.
I'’Anova a un seul facteur vient confirmer nos résultats avec un p tres significatif pour le site et
I'élévation ainsi que pour la surface foliaire.

Puis nous avons fais un test d’ACP ou le cercle des corrélations nous a permis de confirmé
que les deux facteurs de pluviométrie moyenne et altitude représentent les deux facteurs les plus
importants qui ont différenciées nos ensembles. Et qui ont un grand role dans l'organisation des
assemblages bactériens de la phyllosphere, ces résultats nous ont poussé a isoler les espéces que
nous avons observé par [I'étude macroscopique, microscopique et enfin par 1’étude
bioiochimique.

Les résultats de 1’étude des aspects macroscopique et microscopique ont a permis de mettre en
évidence des souches appartenant a  différentes Bacillus, des souches correspondent a des
Streptocoques, et des souches correspondants a des coccobacilles. Mais pour avoir une
classification plus précise, 1identification repose sur le profil biochimique de la bactérie a 1’aide
de galerie biochimique. Cette technique nous a permis de caractérisé quatre souches, avec des
profiles biochimiques qui nous ont permis une identification a 1’aide du logiciel d’identification.
Des souches bactériennes des genres : Pseudomonas sp, Paenibacillus sp, des micrococus
lenteus, Proteus vulgaris, et Vibrio fluvialis

Certaines de ces souches semblent parfois étre propres a certaines conditions ou exigences
environnementales tel est le cas de la bactérie Paenibacillus sp, qu’on a pu retrouvée au niveau
des deux stations : Oued Harbil, Tamezghuida ; toutes deux se caractérisent par le fait que ce
sont des régions loin de pollution et de sédentarité.

Les résultats obtenus montrent une similitude avec d’autres résultat précédent ou la position
taxonomique d'un groupe de souches isolées de la La phyllosphére des graminées d'herbe avec
une comparaison de la séquences de geénes d'ARNr 16S, a permis d’identifiées les souches
Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas costantinii. Et une espece nouvelle pour laquelle Le
nom Pseudomonas lurida sp.

D’autres travaux aussi indiquent que les espéces qu’on retrouve généralement au niveau de la
phyllosphére sont : I’espéce type du genre Pseudomonas aeruginosa ainsi que 1’espéce P.
fluorescens, P. putida et P. chlororaphis ; avec une prédominance de 1’espéce P. fluorescens.
Les espéces de Pseudomonas se répartissent de maniere aléatoire par rapport aux biotopes.

Nos résultats de traitements statistiques des séquences fongiques étudiées, montres que certains
des assemblages fongiques sont affecté par le gradient d’élévation croissant, et d’autre sont des

assemblages spécifiques a la phyllosphére de Pistacia lentiscus.
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I'étude des OTUS DES champignons a démontrer une forte corrélation entre ces communautés
et l'altitude , une Anova a été performe a fin de cerner ces affinités , un p tres significatif a été
également observé , nous avons par la suite isoler les espéces de fungi les plus liée a l'espéce et a
chacune des stations individuellement , pour cela 10 OTU ont été étudiés 4 d'entre elles sont non
assigné dans les banques , un travail d'annotation génomique s'est avérer nécessaire pour
répertorié ces especes.

A partir de I’annotation des séquences fongiques les plus significatifs (10 OTUs), on a montré
que les séquences fongiques de la phyllosphére de pistachier lentisque en fonction de leurs
altitudes déférentes ont une richesse et biodiversité¢ fongique. Le résultat de I’identification des
séquences est I’identification du champignon Aureobasidium pullulans dans les deux stations ce
qui ne permis de deduire donc que ce champignon est propre a 1’espéce.

Pour I’OTU 4 nous avons remarqué que 1’organisme identifier est Anacardiaceae; Pistacia, ¢a
pourrait étre en séquengant les feuilles de ’arbre, ces champignons ont était considérés comme
un morceau de la feuille et répertoriés comme tel.

Pour terminer, 1’analyse des résultats de notre travail montre que de nombreux facteurs
déterminent la diversité et la structure des communautés fongiques de la phyllosphere du
pistachier lentisque. Les variations dans les conditions abiotiques, avec gradients
environnementaux, tels que I’é1évation générent une variation spatiale dans les communautés des

fongiques phyllosphériques.
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Conclusion

La phyllosphére présente de nombreuses caractéristiques qui en font un excellent habitat pour
étudier I'écologie microbienne.

Les feuilles sont propres et les microbes peuvent étre observés directement sur les feuilles, ce
qui permet dutiliser de puissantes nouvelles techniques microscopiques pour mesurer l'identité
microbienne, l'activité et I'expression des genes.

Pour tester les modeles de comportement microbien, nous avons choisi les microorganismes de
la phyllosphere du pistachier lentisque.

L'organisation des composants de la phyllosphere dans les feuilles de Pistacia lentiscus, leur
répartition et leur densité sont homogénes. Les bactéries sont numériquement supérieures aux
champignons. Le nombre de colonies est corrélé & la surface de la feuille, il existe une
corrélation significative entre le nombre de bactéries, le nombre de champignons et la surface
foliaire avec le site et I'espece, 1’€lévation du site a un impact important dans la composition de
la Phyllosphere.

Il est @ conclure que la composition des assemblages bactériens et fongiques, de la
phyllosphere de pistachier lentisque, varient considérablement en fonction de l'espéce et du site,
I'élévation reste un facteur dominant de la séparation de ces assemblages. Une telle différence
dans la composition de la phyllosphére de Pistacia lentiscus est trés liée a l'espéce et a I'élévation
du site d'échantillonnage, la distance géographique entre les sites reste une étude factorielle en
perspective. Ainsi, la microbiologie de la phyllosphére a beaucoup a offrir dans le domaine de

I'écologie microbienne et promet de contribuer a I'environnement.
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Annexe
e Diagramme ombrothermique de Gaussen et Bagnouls

La représentation de ce diagramme (fig. 14) consiste a porter sur le méme graphique les
variations des températures et les précipitations portées sur deux axes paralléles en fonction du
temps, dont I'échelle est " 2 mm = 1°C ". Bagnouls et Gausen considerent " un mois sec est celui
ou le total mensuel des précipitations (mm) est inférieur ou égal a deux fois la valeur de
température moyenne mensuelle exprimé en °C " c'est-a-dire " P <2 T ". Le diagramme ainsi
obtenu (fig. 14) permet de visualiser la saison séche ou la courbe des températures passe au
dessus de celle des précipitations. Ce mode de représentation permet de comparer mois par mois
le rapport p/2T et de calculer donc la durée et I’intensité de la période.

¢ (Climagramme d’EMBERGER

Emberger (1955) ses t’intéressant aux extrémes thermiques M et m entre les quelles se déroule la
période végeétative et qui peuvent constituer des seuils écologiques pour les différentes espéces
végeétales, il a établi pour la région méditerranéenne et il a défini par la formule suivante: Q2 =
1000P (M+m)/2 (M-m)

v" Ou : P : Moyenne des précipitations annuelles en mm

v M : Moyenne des Maximas du mois le plus chaud en ° K

v m : Moyenne des minimas du mois le plus froid en ° K

e Les sites d’échantillonnages (logiciel MAPINFO)

Mapinfo est un logiciel permettant d’exploiter un systéme d’information géographique
(SIG).un logiciel SIG permet 1’acquisition, le stockage, la mise & jour, la manipulation, et le
traitement de données géographique ; de plus, il permet de faire de la cartographie et de ’analyse
spatiale de fagon précise en fonction de I’échelle désirée. Il est librement téléchargeable a
I’adresse

http://www.01net.com/telecharger/windows/Loisirs/geographie et voyage/fiches/122314.html

e Mesures biométriques (logiciel MESUEIM

Utilisation du logiciel Mesurim pour mesurer la superficie de la tache d’huile. Cet excellent outil
a été réalisé par un professeur de SVT de I’académie d’ Amiens : il est librement téléchargeable a

I’adresse :http://www.ac-amiens.fr/pedagogie/svt/info/logiciels/Mesurim2/Telecharge.htm

Ouvrir une image Dans « outils » cliquer sur « schéma » Avec le « crayon » délimiter la zone de

son choix La remplir avec une couleur quelcongue grace au « pot de peinture » Dans « fichier »


http://www.01net.com/telecharger/windows/Loisirs/geographie_et_voyage/fiches/122314.html
http://www.ac-amiens.fr/pedagogie/svt/info/logiciels/Mesurim2/Telecharge.htm

cliquer sur « transférer » Dans « image » cliquer sur « délimiter des zones » Avec la souris tracer
un trait sur la zone colorée puis cliquer sur « OK » Il apparait la surface et le pourcentage de la
surface totale (et entre parenthéses la surface réelle si une eéchelle a été choisie au préalable) N.B.
pour avoir la surface réelle, il faut qu’une échelle soit définie au préalable. Dans « image »
cliquer sur « créer / modifier échelle » Cliquer sur « échelle a définir » Repérer sur la photo par
un trait fait a la souris d’une longueur connue ou facile a mesurer (la longueur de la coquille
photographiée par exemple) Ecrire dans les cases ’unité et la longueur réelle du segment tracé.
Cliquer sur « transférer 1’échelle » Cliquer sur «enregistrer dans le fichier » Désormais au % de
la surface, la surface réelle apparaitra entre parenthéses.

e Méthode d’isolement (composition le milieu nutritif GN)

Une gelose nutritive est un substrat de laboratoire utilisé entre autre pour la microbiologie.
Il s'agit d'une préparation liquide qui se gélifie grace a I'agar a température ambiante.
On verse cette préparation dans des boites de pétri qui sont alors mises en incubation apres que la
souche a développer aie été placé sur le milieu.
1 Litre d’eau
20 grammes d’agar-agar
20 grammes d’extrait de malt
2 grammes de levures
e Latechnique de séquencage (protocole)

1- Principes de la méthode :

Découpage de disques de feuilles, dans le but d’étudier les communautés microbiennes de la
phyllosphere.

Manipuler sous PSM, avec blouse et cheveux attachés si nécessaire. Afin d’éviter au maximum
les contaminations, les mains doivent €tre lavées a 1’alcool (ou autre solution désinfectante), et

les échantillons doivent étre manipulés avec des pinces.
2- Matériel :
Pour 96 échantillons (soit une plaque) :
o 2 «plaques d’extraction » (supports bleus avec couvercle)
o 12 barrettes de 8 puits d’extraction
o 12 barrettes de bouchons ou 1 plaque de bouchons

196 billes en inox

O

Emporte-piéces circulaire de 8mm de diametre + poussoir

O



o Papier filtre stérile

o Pinces de dissection (droites et brucelles)
o Portoir a pinces

o Pot d’alcool et couvercle

o Bec bunsen électrique

o Plan de plaque

o Stylo

o Marqueur

o Cuillére

o Pince a lamelle (embouts plats)

Préparation du matériel :

1. Stériliser a I’autoclave les barrettes de puits d’extraction, les billes, et le papier filtre.

2. Nettoyer la PSM a I’alcool, y disposer tout le matérielet enclencher les UVs2x15min.

3. Numéroter le dernier puit de chaque barrette de 1 a 12 (sur le c6té). Numeéroter la plaque.
4. Désinfecter les pinces, la cuillere, le poingon et le poussoir a ’alcool et a la flamme.
5

Insérer une bille dans chaque puit, en utilisant la cuillére et la pince a lamelle.

Découpage des feuilles :
6. Sortir la premiére barrette, et la disposer dans le support vide.

7. Sortir une feuille d’un sac d’échantillonnage, et la disposer sur un morceau de papier

filtre.
8. En utilisant le poingon, réaliser 4 disques dans la feuille :
o Enréaliser 2 de chaque c6té de la nervure centrale
o Eviter les bords
o Eviter les nervures principales

o Lorsqu’il y a plusieurs feuilles dans le sac, n’en poingonner qu’une seule. Si
aucune n’est assez grande, utiliser 2 feuilles et réaliser 2 disque dans chacune

d’entre elle.

9. Utiliser le poussoir et/ou les pinces pour insérer les disques dans le puit correspondant.



10. Remettre la feuille poingonnée dans son sac d’échantillonnage, éventuellement avec le

papier filtre utilisé comme support.

11. Désinfecter les pinces, le poingon et le poussoir a I’alcool et a la flamme.

12. Recommencer a I’étape 7 pour 1’échantillon suivant. Lorsque la premiére barrette est

pleine, la ranger dans son support et sortir la barrette suivante.

NB : ne pas oublier d’insérer des témoins négatifs.

Fin de plaque :

13. Une fois la plaque pleine, insérer une nouvelle bille dans chaque puits.

14. Fermer la plaque en utilisant les bouchons

15. Congeler a -80°C.

3-

extraction d’ADN :

L’extraction d’ADN a été faite sur I’ensemble des échantillons découpées, selon un nouveau

plant de plaque, Nous avons laissé des puits vide, trois par plaques , pour qu’ils nous servent de

blanc pour notre étude.

4-

o

Préparation du materiel :
Le kit DNeasy 96 plant kit peut se conserver a température de la piece pendant une
année.

Pour plus d’information vous pouvez aller sur le site www.giagen.com/handbooks

Ce protocole est pour deux plaques de 96 echantillons de tissus végetaux.
Prévoir deux poubelles : une liquide et une solide.
C’est trés important de changer les bouchons jaunes 96 par des bouchons de 8
transparents pour éviter les contaminations au moment de 1’ouverture.
On fait toutes les centrifugations a température de la piéce.
Préliminaire protocole extraction
Mettre tout d’abord la solution AP1 & chauffer a 65° pendant minimum 20 mn.
Ajouter 1’éthanol 96% aux solutions AW1 et AW2
Préparer la solution de lyse juste avant utilisation :
e 90ml AP1 + 225 pl RNase A+225 pl Reagent DX

Broyage des feuilles et extraction d’ADN:


http://www.qiagen.com/handbooks

10.
11.

12.

13.

14.
15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

Mettre 50 mg maximum (4 disques) de matériel végétal dans chaque tube avec deux
billes d’inox une par dessus et I’autre par dessous 1’échantillon.

Broyer une premiére fois les échantillons sans solution de lyse pendant 1min30s et
centrifuger pendant 30s a (6000rpm).

Mettre 400 ul de solution de lyse dans chaque tube apres avoir enlevé les bouchons
délicatement et les avoir numérotés (pipette multi canons 1000pl 8 canons en deux fois)
Reprendre d’autres bouchons.

Refaire le broyage pendant 1min30s, ensuite échanger les plaques pour encore 1min30s

de broyage (1500 rpm).

. Centrifuger pendant 30s pour enlever la mousse formée (6000rpm).

Rajouter 130 ul de la solution de lavage P3 (pipette multi canons 300ul), reprendre de
nouveaux bouchons (rack de 8).

. Agiter vigoureusement les plaques de haut en bas a la main pendant 15 s ,bien maintenir

le couvercle ensuite centrifuger pendant 1min30s.

Mettre les plagues a -20°C pendant 10mn.

Centrifuger 5mn (6000rpm).

Remettre de nouvelles plaques, les numéroter, jeter les bouchons et transférer 400ul du
surnageant de chaque tubes délicatement sans prendre du broyat (régler la multi canon a
200 pl et le faire en deux fois).

Rajouter 600l de solution de lavage AW1 et refermer bien les nouveaux bouchons.
Agiter vigoureusement les plaques de haut en bas a la main pendant 15 s ensuite
centrifuger pendant 30s.

Placer les deux plaques DNeasy 96 numeérotées et marquées sur les S-Blocks.

Enlever les bouchons délicatement car le tube est plein et transférer 1ml de chaque
échantillon dans les nouvelles plaques (500ul en deux fois) et fermer au film autocollant.
Centrifuger pendant 4mn, et si tout n’est pas descendu on refait encore 4mn.

Vider les S-Blocks dans le bidonB.

Ajouter 800pul de la deuxieme solution de lavage AW?2 a chaque tube.

Centrifuger 15mn (6000 rpm) sans renfermer les plaques pour bien sécher les
membranes.

Mettre les plagues DNeasy 96 sur les microtubes RS rack élution (les boites
transparentes bleues), bien marquer dessus car c’est les boites définitives.

Ajouter 100ul de la solution d’€lution, fermer au film autocollant, laisser 1 mn a

température de la piéce puis centrifuger pendant 2 mn (6000rpm)



22. Répéter 1’étape précédente (20) .

23. Récupérer les 200ul d’ADN et bien fermé avec les bouchons beiges (rack de 8) et jeter
les plaques DNeasy 96.

24. Conserver I’ADN a -80° C.





