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INTRODUCTION




Les métabolites secondaires des plantes médicinales offrent de nouvelles molécules
prometteuses dans la recherche de traitements pour diverses infections, ce qui en fait une source
d'intérét [1].

Le genre Pinus regroupe environ 800 especes a travers le globe, principalement
présentes dans I'hémisphére nord. On les trouve notamment en Afrique du Nord (Maroc,
Tunisie, Algérie, Libye) et au Moyen-Orient (Liban, Syrie, Palestine, Turquie, Jordanie) [2],
[3].

Le pin d'Alep (Pinus halepensis Mill.) est I'une des especes forestiéres les plus
répandues dans le bassin méditerranéen. 1l couvre une superficie de 25 000 km? et prédomine
dans les zones semi-arides et les régions séches. L'espéce P. halepensis Mill. est largement
utilisée dans les projets de reboisement, en particulier en Algeérie et en Tunisie. Elle est
considérée comme I'un des massifs les plus importants en raison de sa remarquable résistance

a la sécheresse [4].

En Algérie, quatre especes forestieres dominent : P. halepensis Mill. et P. pinaster sont
présents naturellement, tandis que P. pinea et P. canariensis ont été principalement introduits
au début du 20éme siecle, sans que l'origine exacte des graines ne soit connue. Ces especes ont
été utilisées pour le reboisement et la revitalisation des zones forestiéres perturbées [4].

Dans la nature, toutes les plantes sont associées a une diversité de microorganismes qui
jouent un rdle crucial dans leur croissance et leur développement. Par exemple, plusieurs
travaux ont été rapportés par Midha et ses collaborateurs en 2016 [5] sur la microflore trouvée
au niveau des graines de riz, appartenant a trois principaux phyla bactériens : Proteobacteria,

Firmicutes et Actinobacteria.

Par contre aucune étude n’a rapporté la diversité microbienne de Pinus halepensis. Pour
cela nous nous sommes intéressés a la caractérisation de cette microflore en suivant la démarche

expérimentale suivante :

+ Isolement et identification des souches bactériennes a partir des graines de Pinus
halepensis.
+ Screening de souches de Pinus halepensis productrices de plusieurs enzymes (protéase,

pectinase, cellulase, amylase).
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Le pin d'Alep, scientifiquement connu sous le nom de Pinus halepensis Mill. est une
espéce appartenant au genre Pinus, de la famille des pinacées. Son nom dérive du mot "pit", qui
signifie résine en indo-européen [6]. 1l est naturellement distribué dans la région

méditerranéenne, couvrant plus de 3,5 millions d'hectares et dominant les foréts de la région
[71.

Le pin d'Alep est un grand arbre qui peut atteindre une hauteur de 6 a 20 metres [7]. I
est classé dans le groupe des pins durs (pin diploxylon), qui produit les graines de pin les plus
commercialisées au monde. Les grands cénes de I'arbre renferment ces graines, qui sont tres

nutritives et appréciées par les consommateurs [8].

Cette espece thermophile est capable de survivre et de prospérer dans divers

environnements. Elle se reproduit pendant deux saisons, a I'automne et au printemps [9].

Sur le plan taxonomique, le pin d'Alep est classé comme suit selon la classification
d'Ozenda [10]:

Tableau I: Taxonomie du pin d’Alep selon Ozenda [10].

Regne Plantae

Sous-régne Tracheobionta

Sous Gymnospermes

embranchement

Classe Pinopsida
Ordre Pinales

Sous-famille Pinoideae

Genre Pinus

Pinus halepensis Mill.

Le pin d'Alep est connu sous différentes appellations [10] :

» En francais, il est appelé Pin blanc, Pin d'Alep ou Pin de Jérusalem.
« Enarabe, il est connu sous le nom de Sanawbar el halabi.
« Enespagnol, on le nomme Pi blanc, Pi bord, Pincarrasco ou Pinoblanquillo.

« Enitalien, il est appelé Pino di Aleppo.



« En berbere, Azenba ou Zgigo.

I.1. Répartition géographique de pin d’Alep
1.1.1. Dans le monde

Le pin d'Alep, a I'exception de I'Egypte, a une aire de répartition naturelle englobant le
bassin méditerranéen. Son foyer principal se trouve dans le bassin méditerranéen occidental, en
Afrique du Nord, notamment en Algérie, en Tunisie, au Maroc et en Libye [11]. Cette espece
d'arbre se trouve également au Moyen-Orient (Syrie, Liban, Jordanie, Palestine et Turquie),
ainsi que dans les régions méditerranéennes du sud de I'Europe, incluant I'est de I'Espagne, I'est
de la France, le nord de I'ltalie, la Croatie et la Grece orientale [2].
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Figure 1: Répartition de pin d’Alep dans la région méditerranéenne [8].
1.1.2. En Algérie

Le pin d'Alep est largement répandu dans les foréts algériennes, représentant environ
35% de la superficie forestiére. Il est présent dans toutes les variantes bioclimatiques, mais
domine principalement dans les régions semi-arides [12]. Les principales aires de répartition
comprennent la region de Tébessa, le plateau de Constantine et les Aures, et les foréts de Médea,
du mont Biban, du mont Saida, de Mascara, de Sidi Bel Abbes et de Telagh. De plus, il pousse
dans la région de I'Atlas saharien et la région de Djelfa, en particulier dans les montagnes
d'Oulad Nail [13].
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Figure 2: Aire de répartition du pin d’Alep en Algérie [13].
1.2. Caractére botanique du pin d’Alep
Le pin d'Alep est un arbre a feuilles persistantes qui peut atteindre environ 20 métres de
hauteur. Son tronc présente une forme sinueuse, et son écorce évolue avec le temps, passant

d'une texture lisse et grise a une texture plus épaisse, fissurée et brun rougeatre.

Les jeunes arbres ont une forme réguliére, tandis que les arbres plus agés ont une cime
diffuse et irréguliére, souvent dépourvue de branches a la base. Les aiguilles du pin d'Alep sont
fines, flexibles et poussent par paires. Elles mesurent entre 5 et 10 cm de longueur et ont une

couleur jaune-vert.

Ce qui distingue cette espéce est que les fleurs males et femelles se développent sur le
méme individu (plantes monoiques) et se regroupent en épis. Les cones de pin d'Alep se forment
en verticilles sur les arbres adultes a I'automne. Ils sont composés de nombreuses écailles qui
s'ouvrent a maturité, libérant des graines sombres d'environ 7 mm de diametre. Ces graines sont

pourvues d’une aile persistante environ quatre fois plus grande, ce qui facilite leur dispersion
rapide [14].



Figure 3: Schéma représentatif des différentes parties de pin d’Alep [14].

1.3. Exigences écologiques de I’espéce

Le pin d'Alep, dont la répartition géographique englobe les étages bioclimatiques
méditerranéens, est principalement une essence de I'étage semi-aride. 1l présente des exigences
climatiques spécifiques, étant héliophile et xérophile, capable de supporter de forts éclairements
et de résister a de longues périodes de sécheresse. Il prospére dans des températures moyennes
annuelles allant de 11 a 19 °C, avec une tolérance a des températures exceptionnellement basses
allant jusqu'a -15 a -18 °C pendant de courtes périodes [15]. En ce qui concerne les
précipitations, le pin d'Alep a généralement besoin de 350 a 700 mm de pluie annuelle, mais

peut tolérer des précipitations allant de 200 a 1500 mm [16].

En termes d'exigences édaphiques, cette espéce s'adapte a différents types de sols, mais
préfere les sols légers et peu développés, souvent calcaires ou superficiels, sans eau stagnante
et avec des teneurs en nutriments modérées a faibles. Elle est hautement résistante a la
sécheresse et évite les sols profonds, qui sont généralement plus riches en eau. Les études
montrent que les sols calcaires et superficiels, caractérisés par une faible teneur en matiére
organique et une disponibilité modérée de l'eau et des nutriments, offrent les conditions

optimales pour sa croissance en France [17].



I.4. Phénologie de I’espéce

Le pin d'Alep présente une croissance en hauteur de sa pousse terminale, qui se produit
par la formation d'un bourgeon terminal en automne, donnant naissance a une nouvelle pousse
au printemps suivant [18]. Les cones de pin d'Alep atteignent leur maturité pendant la deuxiéme
année et libérent leurs graines au cours de la troisieme année. Sous I'effet de fortes chaleurs, les
écailles des cones s'ouvrent naturellement, permettant la dispersion des graines entre la fin du
mois d'aodt et la fin du mois d'octobre. Les graines germent a la fin de I'automne ou au début
du printemps. Bien que le pin d'Alep commence a produire des fruits a I'age de 10 a 12 ans, les

graines ne sont aptes a germer qu'a partir de I'age de 18 a 20 ans [19].

1.5. Régénération du Pin d’Alep

Le pin d'Alep posséde une capacité de régénération naturelle grace a la production de
cones par les arbres matures. Cependant, ce processus est fortement dépendant de
I'environnement, avec une germination limitée des graines et un faible taux de survie des jeunes
plants. Dans les peuplements matures, I'établissement de jeunes plants est rare, nécessitant des
perturbations naturelles telles que les incendies, les vents forts ou les coupes sanitaires pour

déclencher la régénération [20].

Le manque de régenération est préoccupant car il entraine le vieillissement des
peuplements et un déficit de régénération en sous-étage. Les graines des cénes du pin d'Alep
nécessitent des températures élevées, comme celles des incendies de forét, pour germer
rapidement et coloniser les zones brilées. Ainsi, des programmes de régénération assistée sont
mis en place pour augmenter le nombre de plantes dans les paysages dégradés [21]. Cependant,
les activités humaines représentent une menace significative pour une régénération réussie. Par
conséquent, la conservation et la gestion des écosystémes sont indispensables pour protéger le

pin d'Alep et les écosystémes qui en dépendent [20].

1.6. Composition chimique

Les graines de pin sont riches en divers composants tels que des lipides, des proteines,
des sucres et des composés phénoliques, ce qui les rend précieuses pour leurs utilisations
médicinales. Leur composition varie d'une espece a l'autre en fonction des conditions

géographiques et climatiques (Figure 4). Ces résultats soulignent le potentiel des graines de pin



en tant que source de nutriments bénéfiques pour la santé, bien que les valeurs spécifiques

puissent varier selon I'espece de pin et les conditions environnementales [8].

Composition chimique des graines de Pinus halpensis
15% 12%
5%
23%
26%
4%
1% 14%

Protéines Huile Cendres Glucides totaux
Minéraux Acides linoléique Acide palmitique saturé = Acides oléiques

Figure 4: Diagramme circulaire illustrant la composition chimique des graines de
Pinus halepensis [8].

1.7. Les propriétés thérapeutiques et usage traditionnel

Les branches du Pinus halepensis renferment une huile essentielle riche en pinéne, qui
présente des propriéteés thérapeutiques. Elle est reconnue comme un antiseptique puissant pour
les affections respiratoires et possede des vertus dépuratives, balsamiques et améres [22].
L'huile de pin est couramment utilisée en aromathérapie pour les massages cutanés, pour
soulager les problémes gastro-intestinaux, ainsi que dans le traitement des maladies
cardiovasculaires et de la leishmaniose [23]. Les décoctions de bourgeons, d'écorce et de cones
sont employées pour atténuer les symptémes de I'asthme, de la bronchite et de la toux [24].
Selon la tradition kabyle, une combinaison de résine de pin et de miel peut étre utilisée pour
traiter la bronchite [25].

1.8. Les propriétés pharmacologiques de Pinus halepensis

L'huile essentielle de Pinus halepensis présente une activité antibactérienne notable. Des
études ont démontré son effet inhibiteur sur différentes souches de microorganismes,
notamment Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes et Proteus mirabilis, grace a sa
richesse en B-caryophylléne [23]. Cependant, certaines bactéries a Gram- négatif peuvent étre
plus résistantes en raison de la présence d'une membrane externe entourant leur paroi cellulaire
[21]. Par ailleurs, cette huile essentielle montre également une activité antifongique, inhibant la

8



croissance de divers champignons tels que Aspergillus flavus, Aspergillus Niger, Fusarium
oxysporum et Rhizopus stolonifer [26]. De plus, I'essence de térébenthine extraite de la gemme
des pins présente un pouvoir antifongique contre des micro-organismes pathogenes grace a sa

richesse en pinenes [27].

En ce qui concerne l'activité antioxydante, I'huile essentielle de Pinus halepensis a
démontré une grande efficacité dans la neutralisation des radicaux libres et la protection de
I'ADN contre la dégradation oxydative [28-29]. Elle présente également des propriétés anti-
inflammatoires, réduisant l'inflammation cutanée et ayant des effets anti-cedémateux [30].
L'extrait aqueux de I'écorce de Pinus halepensis, riche en polyphénols, est responsable de ces

activités antioxydantes et anti-inflammatoires [29].

D’autre études ont démontré que 1’huile essentielle de Pinus halepensis présente une
activité anti-cancéreuse [31], anti-angiogénique [7], hépato et néphroprotectrice [32],
neuroprotectrice [33], insecticide et répulsive [34], ainsi qu’une activité herbicide [35].



Chapitre 11 :
Matériel I Méthodes




I1.1. Objectif de I’étude

Notre étude a pour objectif principal de caractéeriser la microflore bactérienne présente
dans les graines de Pinus halepensis, en utilisant des méthodes d'isolement et d'identification
microbiologique conventionnelle ainsi que le screening de certains protéines fonctionnelles

produite par cette microflore.

Notre travail a été menée au laboratoire de microbiologie SNVST de I'Université de
Bouira, de Avril & Juin 2023.

11.2. Echantillonnage

Un total de 20 échantillons de cones de Pinus halepensis ont été récoltés dans les foréts
de la wilaya de Bouira, notamment « Zbarbar Lakhdaria », « Bouaklane a Takerboust », «
Haizar », « Tikjeda a EI Asnam », « Errich a Bouira » comme illustré dans la carte géographique

ci-dessous (Figure 5) en plus des « Graines achetées ».

9 Aghbalou

Haizar

9 Lakhdaria

° Bouira

@ El Asnam

Figure 5: Carte des lieux de récolte des cones de Pinus halepensis
au niveau de la wilaya de Bouira.
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Dans le but de préserver l'intégrité de la microflore, nous avons opté pour une méthode
d'ouverture mécanique des cones de Pinus halepensis a l'aide d'une pince stérile, évitant ainsi

I'utilisation de procédés thermiques susceptibles d'altérer la microflore (Figure 6).

Figure 6: Photo illustrant les cbnes de Pinus halepensis récoltes.

11.3. Isolement et identification des microorganismes

Selon le protocole développé par Benkada, 1994, les graines ont été prélevées de maniere
aseptique. Elles ont subi une désinfection en étant exposées a de l'eau de Javel a une
concentration de 10% pendant 2 minutes (Annexe 01), suivie de deux ringages a I'eau distillée
pour éliminer toute trace de solution désinfectante. Les graines ont ensuite été soigneusement

séchées a l'aide de papier Whatman stérile [36].

Apres la désinfection, les graines ont été réparties dans trois milieux différents : 1 g dans
9 ml de bouillon nutritif, 1 g dans 9 ml d'eau peptonée stérile [37], et 2 g dans 5 ml d'eau distillée
stérile [38]. Chaque échantillon a été agité pendant 5 minutes a l'aide d'un vortex [39]. Les tubes
contenant le BN et I'EP ont été incubés a une température de 37°C pendant environ 18 a 24
heures. Tandis que le troisieme tube contenant I'ED stérile a été placé dans un réfrigérateur a
une température de 5°C pendant 24 h (Figure 7).

Apres l'incubation des echantillons et I'ensemencement en quadrants sur des boites de
gélose nutritive, des repiquages successifs sur des milieux sélectifs tels que MacConkey, EMB
et Chapman pour purifier les cultures ont été réalisé. En paralléle, nous avons effectué une
observation macroscopique des caractéristiques morphologiques variées des colonies
développées sur ces milieux. Cette observation nous a permis d'analyser des criteres tels que la

taille, la forme, la couleur et la texture des colonies.
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Graines sur —

Eau distillée stérile
papiers wathman

Eau de javel (10%)
(2 ringages)

8 g
Agitation 5mn
‘—

Incubation

Hi W W

EP, BN (9ml), ED (5ml)

Isolement sur
GN Vortex

Identification m.

v

Repiquage sur milieu sélectif

Figure 7: Schéma récapitulatif des étapes d’isolement a partir des graines.
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L'identification des souches obtenues a été réalisée en effectuant une galerie biochimique
comprenant les milieux Mannitol mobilité, TSI (Triple Sugar Iron) et Citrate de Simmons. De
plus, des colorations de Gram ont été réalisées en tant que tests complémentaires.

I1.4. Mise en évidence de I’activité enzymatique

11.4.1. La recherche de I’activité protéolytique (hydrolyse des protéines)

Afin de mettre en évidence l'activité protéolytique, nous avons utilisé un milieu gélosé
contenant une concentration de 5% de lait écrémé (Annexe 03). Ensuite, nous avons inoculé la
suspension bactérienne par touche, et incubé a 37°C pendant 48h. Aprés incubation, La
présence d'une zone claire et transparente autour de la culture bactérienne indique la présence

d'une activité protéolytique [39-40].

11.4.2. La recherche de I’activité amylolytique (hydrolyse de ’amidon)

Afin de mettre en évidence I'activité amylolytique, nous avons utilisé une gélose nutritif
contenant 1% d'amidon soluble (Annexe 03). Ensuite, nous avons inoculé la suspension
bactérienne par touche, et incubé a 37°C pendant 48h. Apres l'incubation, nous avons effectué
une révélation de I'activité amylolytique en recouvrant le milieu gélosé d'une solution de Lugol
pendant 30 secondes, suivie d'un ringage avec de l'eau distillée. La présence d'une activité
amylolytique se manifeste par I'apparition d'une zone claire autour des colonies bactériennes
[40].

11.4.3. La recherche de I’activité cellulolytique (Hydrolyse de la cellulase)

Afin de mettre en évidence l'activité cellulolytique, nous avons préparé un milieu de base
auquel nous avons ajouté 0,5% (p/v) de cellobiose (Annexe 03). Ensuite, nous avons inoculé la
suspension bactérienne par touche et incubé a 37°C pendant 48 heures. Apreés l'incubation, nous
avons rempli les boftes de Pétri avec une solution de rouge Congo a 0,1% (p/v) (Annexe 04) et
les avons placées a 37°C pendant 15 a 30 minutes. Par la suite, nous avons effectué un lavage
des boites avec une solution de NaCl a 1M pendant 5 & 10 minutes a température ambiante
(Annexe 01). L'activité cellulase produite par les souches bactériennes se manifeste par
I'apparition de zones claires autour des colonies bactériennes [41].
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11.4.4. La recherche de I’activité pectinolytique (Hydrolyse de la pectine)

Afin de mettre en evidence l'activité pectinolytique, nous avons utilisé le milieu d'Agar
Pectine (Annexe 03). Ensuite, nous avons inoculé la suspension bactérienne par touche et
incubé a 37°C pendant 48 heures. Apres l'incubation, nous avons inondé les boites avec une
solution d'Acétate de cuivre a 75% pendant 10 minutes (Annexe 04). Un résultat positif est
caractérise par la présence d'un halo clair bien défini autour des colonies bactériennes [42-43].
(Figure 8).
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Figure 8: Schéma récapitulatif des étapes de la mise en évidence des activités
enzymatiques.
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Chapitre 111 :

Résultats




Un total de 20 échantillons de cones de Pinus halepensis ont été récoltés pendant le mois
de mai dans les foréts de la wilaya de Bouira, notamment a "Zbarbar Lakhdaria", "Bouaklane a

Takerboust", "Haizar", "Tikjeda a El Asnam" et "Errich a Bouira". Des échantillons de "graines

achetées" ont également été inclus, avec une quantité de 4g pour chaque échantillon.

Tableau I1: Répartition des échantillons par régions dans la wilaya de Bouira.

Les sites de récolte = Nombre de cones  Quantité nécessaire

Graines achetées 100 g
Zbarbar 05
Haizer 04 4g
Tikjeda 04
Errich 04
Bouaklane 03

I11.1. Souches bactériennes
Une croissance bactérienne a été observées a partir des trois milieux utilisés
précédemment (eau peptonée, bouillon nutritif et eau distillée). Les résultats sont illustrés dans

le tableau ci-dessous.

Tableau I11: Répartition des souches bactériennes isolées pour chaque milieu.

Milieux Bouillon Eau peptonée Eau distillé
nutritif
Echantillons
Graines achetées + + -
Zbarbar + + -
Zbarbar G. Nues + - +
Haizer + + -
Tikjeda + + -
Errich + + -
Bouaklane S + -

Un total de 20 souches a été isolées a partir des 3 milieux sélectifs utilisés, dont 12
souches sur MacConkey ,4 souches sur milieu EMB et 4 souches sur milieu Chapman (Annexe

05, Figure 9).
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Chapman
20%

EMB 20% MacConkey
60%

Figure 9: Taux de souches bactériennes sur chaque milieux (MacConkey,
EMB, Chapman).

L'examen microscopique réalisé par coloration de Gram nous a permis d'observer
différents aspects (Gram positif avec un taux de 20% et Gram négatif avec un taux de 80%).

(Figure 10)

Gram- positif Gram négatif

Figure 10: Pourcentage de souches a Gram -positif et Gram- négatif.

I11.2. Identification bactérienne
L'identification des 20 souches a l'aide de la galerie classique a révélé qu'Escherichia coli

était l'espece la plus fréquemment isolée, avec un taux de 50% (10/20), suivie de Klebsiella

19



pneumoniae avec un taux de 30% (6/20), et le genre Staphylococcus avec un taux de 20% (4/20)

(Figure 11).

20%

50%

30%

E.coli K.pneumoniae Staphylococcus

Figure 11: Taux de souches bactériennes isolées des graines de Pinus halepensis.

111.3. Résultats des activités enzymatiques
Une évaluation des activités protéolytiques, amylolytiques, cellulolytiques et
pectinolytiques a été réalisée sur des milieux contenant du lait écrémé, de I'amidon, de la
D-cellobiose et de la pectine. Toutes les souches étudiées presentent au moins une activite

hydrolytique.

Figure 12: Résultat de 1’activité Figure 13: Résultat de l'activité
protéolytique amylolytique
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Figure 14: Résultat de I'activité Figure 15: Résultat de l'activité
pectinolytique cellulolytique

Toutes les souches, notamment celles d'E. coli, Klebsiella pneumoniae et
Staphylococcus, ont démontré des activités hydrolytiques diverses. Elles ont présenté une
forte activité protéolytique, avec un taux de 75%, indiquant leur capacité a hydrolyser les
protéines grace aux protéases (Figurel?). De plus, ces mémes souches ont également
exhibé une activité cellulolytique et amylolytique (Figure 13,15), atteignant des taux
respectifs de 70% et 75%. Ces observations démontrent leur aptitude a hydrolyser la D-

Cellobiose en glucose, un sucre plus simple, ainsi qu'a décomposer I'amidon en glucose.

Concernant I'activité pectinolytique, seulement les souches Staphylococcus et Klebsiella
pneumoniae qui ont affiché un taux de 10% ont démontré leur capacité a hydrolyser la

pectine grace a l'action des pectinases (Figure 14).
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CHAPITRE Il RESULTATS

Pectinase

Cellulase

Amylase

Protease
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B Staphylococcus  © k.pneumoniae  © E.coli

Figure 16: La production des enzymes par les graines de Pinus halepensis.
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Chapitre IV :

Discussion générale




Jusqu'a présent, malgré plusieurs études portant sur les graines de Pinus halepensis,
aucune recherche n'a encore été entreprise pour caractériser la microflore présente dans ces
graines. Par conséquent, notre étude se démarque en tant que premiere tentative de rechercher
et d'analyser la composition microbiologique des graines de Pinus halepensis, ouvrant ainsi de

nouvelles perspectives dans ce domaine de recherche.

Les graines, par leur nature exceptionnelle en tant qu'organe végétal, constituent une
source inestimable d'informations sur I'origine et la composition du microbiote végétal. L'étude
de la microflore endophyte des graines ouvre la voie a une compréhension approfondie de cette
dynamique complexe. Cette connaissance approfondie du microbiote des graines peut alors

catalyser le développement de produits biotechnologiques et industriels innovants.

Au cours de notre étude, nous avons identifié deux especes bactériennes, a savoir

Klebsiella pneumoniae et Escherichia coli, ainsi qu'un seul genre bactérien, Staphylococcus.

Selon nos résultats, nous avons constaté la présence d'une microflore endophyte dans
les graines, avec Escherichia coli comme espéce prédominante, isolée a des taux de 50% dans
les régions de « Haizer » et « Errich ». De maniere similaire, I'espece Klebsiella pneumoniae a
été identifiée avec un taux de 30%, provenant des localités de « Tikjeda » et « Bouaklane ».
Ces observations corroborent les résultats d'études antérieures menées par Midha et ses
collegues en 2016 [5], ainsi que par Truyens et ses collegues en 2014 [44], qui ont également
signalé la présence du phylum des Gamma-Proteobacteria, auquel appartiennent a la fois

Escherichia coli et Klebsiella pneumoniae dans les graines de riz .

Au cours de notre étude, nous avons constaté la présence de Staphylococcus dans les
graines a un taux de 20% uniquement dans la région de « Zbarbar Lakhdaria ». Cette
observation est en accord avec une étude antérieure menée par Truyens et ses collégues en 2013
[45], portant sur les graines d'Arabidopsis thaliana, ainsi qu'avec I'étude de Midha et ses
collegues en 2016 [5], qui ont également signalé la présence de Staphylococcus dans les graines

de riz.

Cependant, aucune souche n'a été identifiée a partir des graines achetées. Cela peut
s'expliquer probablement par le traitement thermique des graines lors de I'ouverture des cones,

qui peut potentiellement altérer la flore endogene des graines de Pinus halepensis.
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Lors de notre travail, nous avons compareé les graines entiéres de Pinus halepensis avec
des graines dénudées de son tégument provenant de la région de Zbarbar Lakhdaria. Les
résultats ont révélé l'absence de souches bactériennes dans les graines entiéres, tandis qu'une
souche bactérienne, Staphylococcus, était présente dans les graines dénudées. Cette observation
suggere que I'élimination du tégument selon I’étude menée par Kuzniar et ses collégues en 2020
[46] a probablement entrainé la disparition de la flore exogéne de la graine, mettant en évidence
que la souche de Staphylococcus se trouve probablement dans la partie endogéne de la graine.
Cependant, pour confirmer cette hypothése, des études supplémentaires doivent étre réalisées.
Ces futures recherches permettront de consolider notre compréhension de la distribution des
micro-organismes dans les graines de Pinus halepensis et de confirmer I'importance du

tégument dans la colonisation bactérienne des graines.

La disponibilite des nutriments dans I'environnement des microorganismes influence
leur activité enzymatique, et cette activité est étroitement liée a leur capacité a s'adapter a leur
milieu naturel. De plus, certaines souches se révelent étre plus adaptables aux variations de
conditions de milieu, ce qui, associé a leur capacité a produire des enzymes, confere a ces
souches des mécanismes métaboliques plus avancés par rapport aux souches depourvues de ces

capacités d'adaptation [47].

Un screening des activites proteolytiques, amylolytiques, cellulolytiques et
pectinolytiques a été réalisé en utilisant des substrats spécifiques : lait écrémé, lI'amidon, la
cellobiose et la pectine respectivement. Les résultats obtenus apres plusieurs essais, démontrant

la présence d'au moins une activité hydrolytique chez toutes les souches étudiées.

Selon les résultats du screening, un taux de 75% de nos souches s'est avéré positif pour
les protéases tel que la souche E. coli. Ces observations sont en accord avec les études
antérieures de Gottesman en 1996 et Chung en 1993 [48-49] qui ont également rapporté la
capacité significative d'E. coli a produire des protéases, probablement de type sérine ou
métalloprotéase. De plus, Klebsiella pneumoniae et le genre Staphylococcus ont également
démontré une activité protéolytique, ce qui est conforme aux résultats trouvés dans la littérature
[50]. En effet, selon la littérature [51], les protéases microbiennes sont les plus utilisées dans
divers secteurs tels que le textile, les détergents, le cuir, les aliments pour animaux, les déchets
et bien d'autres. Avant l'utilisation des microorganismes dans la production de protéases, les
industries utilisaient principalement des processus chimiques et des enzymes d'origine non

microbienne. Les enzymes d'origine vegeétale et animale étaient les principales sources
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d'enzymes utilisées dans diverses applications industrielles, ce qui impliquait des processus
complexes et colteux. Cependant, avec la découverte de souches de microorganismes capables
de produire des protéases, il est désormais possible d'obtenir ces enzymes directement a partir
de ces microorganismes, ce qui entraine une réduction significative des codts de production.
Cette avancée offre de nouvelles perspectives quant a l'utilisation des protéases dans divers
domaines, en proposant une solution plus économique et durable pour répondre a la demande
croissante en enzymes protéolytiques. Ainsi, l'utilisation des protéases microbiennes présente
un potentiel prometteur pour répondre aux besoins industriels tout en offrant des avantages

économiques et environnementaux.

D'aprés les études menées par Raha et ses collaborateurs en 1992 [52], ainsi que par
Lakshmi et ses collaborateurs en 2013 [53], il a été observé que les souches de E. coli et
Staphylococcus testées ont la capacité de produire de I'amylase, probablement de type alpha-
amylases. Par ailleurs, I'étude réalisée par Momma en 2000 [54] a également démontré I'activité
amylolytique de la souche bactérienne Klebsiella pneumoniae. Nos propres constatations sont
en accord avec ces résultats, révélant un taux de positivité de 75% des souches pour I'amylase.
Il est important de souligner que les amylases microbiennes sont largement utilisées dans divers
secteurs industriels tels que I'industrie alimentaire, textile, papetiére et détergente. Ces enzymes
jouent un réle crucial en dégradant I'amidon en sucres plus simples, tels que le glucose, ce qui

en fait des acteurs essentiels dans l'industrie [55].

Les résultats du screening ont révélé que 70% de nos souches présentaient une positivité
pour les cellulases. D'apres les résultats de I'étude menée par Barbosa et ses collaborateurs en
2020 [56], il a été démontré que Klebsiella pneumoniae présente une activite cellulolytique. Par
ailleurs, selon I'étude menée par Thomas et ses collaborateurs en 2021 [57] Staphylococcus
présente une activité cellulolytique. En revanche, pour E. coli, il a été observé dans la littérature
que cette souche ne possede pas d'activité cellulolytique en raison de I'absence d'un gene codant
pour cette enzyme. Cela est souligné par Gao et ses collaborateurs en 2015 [58]. Cependant,
ces résultats ne concordent pas avec nos propres résultats, car nous avons observé une activité
cellulolytique pour E. coli. Une explication possible pourrait étre que nous n‘avons pas utilisé
le CMC comme substrat, mais plut6t la cellobiose, qui est moins complexe. Il est donc probable
que notre souche ait pu degrader la cellobiose, ce qui a conduit a un résultat positif. En effet
I'utilisation de la cellulase microbienne présente des avantages écologiques par rapport aux

matériaux traditionnels. Elle est renouvelable, biocompatible et biodégradable, contribuant
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ainsi a réduire I'empreinte environnementale de nombreux produits et processus industriels
[59].

Dans nos résultats, seules 10% de nos souches se sont révélées positives pour la
pectinase. Ces résultats concordent avec I'étude menée par Zakia et ses collaborateurs en 2012,
qui a également montré que Klebsiella pneumoniae et les Staphylocoques présentent une
activité pectinolytiqgue [60]. Cependant, Escherichia coli ne présente pas d'activité
pectinolytique en raison de I'absence de géne codant pour cette enzyme comme l'ont souligné
Zink et ses collaborateurs en 1985 [61].
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Conclusion




Les plantes offrent de nombreux bienfaits pour I'environnement, y compris a travers leurs
graines qui renferment des microorganismes endogenes. Ces microorganismes ont fait I'objet
de plusieurs études récentes visant a démontrer leur présence dans différentes graines de

plantes.

Il est intéressant de noter que peu de recherches approfondies ont été menées pour
caractériser la composition microbiologique spécifique des graines de Pinus halepensis. C'est
dans ce contexte que notre étude se positionne en tant que premiere tentative d'explorer cette

facette encore peu connue de la microflore présente dans les graines de Pinus halepensis.

Dans cette étude, nous nous concentrons spécifiquement sur les graines de Pinus
halepensis dans la wilaya de Bouira, et notre objectif principal est de combler cette lacune de
connaissances en caractérisant la composition microbiologique spécifique de ces graines.
Parallelement, nous avons également effectué un dépistage des protéines fonctionnelles

produites par les souches bactériennes associées a ces graines.

En réalisant cette étude, nous espérons contribuer a une meilleure compréhension de la
diversité microbienne présente dans les graines de Pinus halepensis, ainsi qu'a une évaluation
de leur potentiel fonctionnel. Ces résultats pourraient avoir des implications importantes pour
la conservation et I'exploitation durable de cette espece de plante, ainsi que pour d'autres

applications dans les domaines de I'agriculture, de la microbiologie et de la biotechnologie.
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Annexes




Annexe 01 : Solutions

Préparation de I’eau de javel a 10 %

Prélever 10ml de I’eau de javel ensuite ajouter 90ml de I’eau distillé stérile pour avoir

I’eau de javel a 10%.

Solution de chlorure de sodium (NaCl) 1M
Chlorure de SOTIUM.......c.ooiiiiiic e 58,44q

BaU iStIIBO. ... et 1000ml

Annexe 02 : Coloration de Gram

Effectuer un frottis fixé : sur une lame, déposer une goutte d'eau stérile. Ajouter une
colonie isolée. Etaler et fixer & la chaleur.

Coloration par le violet de gentiane. Laisser agir de 30 secondes a 1 minute, puis rincer a
I'eau.

Mordangage au Lugol : Laisser agir de 30 secondes a 1 minute, puis rincer a l'eau
déminéralisée.

Décoloration a l'alcool : Verser goutte a goutte lI'alcool sur la lame inclinée obliqguement,
et surveiller la décoloration qui doit étre rapide. Le filet doit étre clair a la fin de la
décoloration. Rincer abondamment avec de l'eau démineralisée pour stopper la
décoloration.

Recoloration a la fuchsine : Mettre de I'eau distillée sur la lame et quelques gouttes de
fuchsine. Laisser agir de 30 secondes a 1 minute. Laver doucement a I'eau déminéralisée.
Séchez la lame a la chaleur.

Observer au microscope optiqgue avec une goutte dhuile a immersion au

grossissement(Gx1000).



Annexe 03 : Milieux pour les tests enzymatiques

Milieu gélosé a 5% de lait écrémé

LAt BCIEIME ...ttt e e 50ml
AT e 10g
BaU QiStIIBO. ... e ettt e e e e e e e e e et eeeeeeeeaaee 1000ml

Milieu gélose & 1 % amidon
GEIOSE NULIITIVE. .....veeeiceicieie e ne e 1000ml
N 311 1o o] o SRR 10g
Milieu gélosé a 0 ,5% de cellobiose
GEIOSE NUEITTIVE. ...t 1000ml
(0011 o] o0 Ll ST S SRR 5¢

Milieu pectine-agar

PECTINE. .. 5¢
EXIFAIt 08 JEVUIE. ... 5¢
AN 209
BAU QISLIIIER.......ieeee e 1000ml

Annexe 04 : Les indicateurs colorés

Rouge Congo a 0.1%
o100 [l o] T [ PR 0.1g
BaU dISHIHIEE ... 1000ml

- Dissoudre 0.1g de Rouge Congo dans un petite volume d’eau distillée puis compléter le

volume jusqu’a 1000ml.
Acétate de cuivre 2 0,7%

ACELALE U8 CUIVIE.....eiiieeieiietieie ettt ettt st sbenre e ereeneas 7,59



BAU ISTHIBE. ... et a e e e 1000ml

- Dissoudre 7,5g de I’acétate de cuivre dans un petite volume d’eau distillée puis compléter

le volume jusqu’a 1000ml.



Annexe 05

Milieux

Gélose nutritif

MacConkey

Chapman

Echantillons

Graines achetés

Pas de colonies

Pas de colonies

Pas de colonies

Zbarbar Pas de colonies Pas de colonies Pas de colonies
Zbarbar G.Nues Pas de colonies Pas de colonies
Haizer Pas de colonies Pas de colonies

Tikjeda

Pas de colonies

Pas de colonies

Pas de colonies




Errich

Pas de colonies

Bouaklane




Résumé

Les plantes hébergent diverses espéces endophytes, notamment des bactéries endophytes des graines.
Malgré les nombreuses études portant sur la caractérisation microbiologique des graines de plantes, on connait
encore trés peu de choses sur les endophytes microbiens présents dans les graines de Pinus halepensis. L'objectif
de cette étude est de caractériser la microflore bactérienne des graines de Pinus halepensis et screening des
protéines fonctionnelles produites par cette microflore. Nos résultats ont révélé la présence de souches bactériennes
dans ces graines, telles que E. coli (50%), Klebsiella pneumoniae (30%) et Staphylococcus (20%). Dans notre
étude en laboratoire, nous avons examiné que toutes les souches bactériennes présentent au moins une activité
enzymatique (protéolytique, amylolytique, cellulolytique et pectinolytique). Ce travail a permis de mettre en
évidence, pour la premiére fois, la présence d'une microflore endophyte dans les graines de Pinus halepensis, qui

constitue une source potenticlle d'enzymes extrémement intéressantes pour leurs applications industrielles.
Mots clés : Graines, Pinus halepensis, enzymes, E. coli, K. pneumoniae, Staphylococcus.

Abstract

Plants host various endophytic species, including seed endophytic bacteria. Despite numerous studies on
the microbiological characterization of plant seeds, very little is known about the microbial endophytes present in
Pinus halepensis seeds. The objective of this study is to characterize the bacterial microflora of Pinus halepensis
seeds and screen for functional proteins produced by this microflora. Our results revealed the presence of bacterial
strains in these seeds, such as E. coli (50%), Klebsiella pneumoniae (30%), and Staphylococcus (20%). In our
laboratory study, we examined that all bacterial strains exhibit at least one enzymatic activity (proteolytic,
amylolytic, cellulolytic, and pectinolytic). This work highlighted, for the first time, the presence of an endophytic
microflora in Pinus halepensis seeds, which represents a potential source of highly interesting enzymes for

industrial applications.

Keywords : Seeds, Pinus halepensis, enzymes, E. coli, K. pneumoniae, Staphylococcus.
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