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[INTRODUCTION)]

Les interactions complexes entre les plantes et les micro-organismes jouent un rdle
fondamental dans la santé et la productivité des écosystémes terrestres. Le microbiote des
plantes, un ensemble diversifié de bactéries, champignons, virus et autres microbes, colonise
différentes parties des plantes telles que les racines (rhizosphére), les feuilles (phyllosphére) et
méme l'intérieur des tissus végétaux (endosphere) [1]. Ce microbiome végétal influence des
processus clés tels que la nutrition, la croissance, la protection contre les pathogénes et la

réponse aux stress environnementaux.

Parmi les especes végétales étudiées, le Pin d'Alep (Pinus halepensis) qui a été décrit
pour la premicre fois en 1755 par Duiiamel sous le nom de Pinos hiero, soliviitana, puis en
1768 par Philip Miller sous le nom de Pinus halepensis [2] occupe une place particuliére. Cet
arbre, largement répandu dans le bassin méditerranéen, est bien adapté aux conditions
climatiques de cette région, caractérisées par des étés chauds et secs et des hivers doux et
pluvieux [2]. Le Pin d'Alep joue un role crucial dans la prévention de 1'érosion des sols, la
protection des bassins versants et la conservation de la biodiversité. Sa capacité a pousser sur
des sols pauvres et rocheux en fait une espece idéale pour la reforestation et la réhabilitation

des terrains dégradés [3].

L'intérét scientifique pour le Pin d'Alep s'étend également a ses propriétés
biochimiques, notamment I'activit¢ enzymatique de ses extraits protéiques. Les enzymes
extraites du P.halepensis jouent des roles essentiels dans divers processus métaboliques, tels
que la dégradation des polysaccharides complexes en sucres simples, essentiels pour la
nutrition et la croissance des plantes. Certaines de ces enzymes possedent des propriétés
antioxydantes, protégeant les cellules végétales contre les dommages oxydatifs causés par des
stress environnementaux[4]. Ces enzymes présentent ¢galement des applications potentielles

dans divers secteurs industriels, notamment 1'agroalimentaire et la production de biocarburants

[5].

Outre, les propriétés biochimiques et microbiologiques de pin d’Alep peuvent étre
essentielle pour le développement de pratiques agricoles durables et la conservation des
¢cosystemes naturels [6]. Dans ce contexte nous avons orienté notre étude sur la caractérisation
microbiologique des graines de P.halepensis étant donné qu'elle est la partie alimentaire de la

plante en suivant la démarche expérimentale suivante :

- Isolement et identification des souches bactériennes a partir des échantillons des graines

de P.halepensis.



- Extraction des protéines bactériennes et dosage de celle-ci.

- Evaluation de certaines activités enzymatiques des extraits bactériens obtenus afin de
mieux comprendre les fonctions et les capacités métaboliques des micro-organismes

présents dans les graines de P.halepensis.
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REVUE DE LA LITTERATURE



[REVUE DE LA LITTERATURE]

I.1  Généralités sur le Phalepensis

Le pin d’Alep (P.halepensis) est un des arbres les plus communs dans 1’ouest du bassin
méditerranéen, ou il occupe environ 3,5 millions d’hectares [2]. C’est ’espece la plus
commune dans les reboisements pour la conservation des sols. C’est une espece qui supporte
trés bien la sécheresse et supporte mal les autres facteurs a savoir les sols pauvres, climat aride,

etc. Elle colonise a peu pres toutes les stations subhumides et semi-arides.[2]

Selon NAHAL.I (1962) [2] le P.halepensis appartient a :

. Embranchement : Phanérogames.

. Sous embranchement : Gymnospermes.
. Classe : Coniferes.

. Ordre : Coniféroles pinoidines

. Sous ordre : Abiétales

. Famille :Pinaceae.

. Genre : Pinus.

. Sous genre : Eupinus.

. Espéce : Pinus halepensis.

. Nom scientifique : Pinus halepensis.
. Nom commun : Pin d’Alep

. Nom arabe: Sanaoubar al-halabi

I.1.1 Biogéographie et Répartition

Le pin d’Alep est largement répandu sur le pourtour méditerranéen, c’est une espece
qu’on trouve essentiellement en région méditerranéenne occidentale et en divers points du
bassin méditerranéen oriental. Ses foréts occupent plus de 3,5 millions d’hectares [2] et
s’étendent de 1’ Afrique du Nord (Maroc, Algérie, Tunisie et Libye) et du Moyen Orient (Syrie,
Liban, Jordanie, Palestine et Turquie), jusqu’en Europe méridionale méditerranée (Grece

orientale, Croatie, Italie du Nord, Est de la France et Espagne orientale[7]

Les régions forestieres d'Algérie abritent un nombre important de pins d'Alep, représentant

environ 35 % de la couverture totale. Ces arbres majestueux se trouvent dans divers endroits et
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régions du pays tels que Sidi-Bel-Abbes, Saida, Tlemcen, Tiaret, Médéa, Monts des Bibans,
Monts des Oulad Nail, les Aurés, région de Tébessa[2](figure 1).
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Figure 1 Aire de répartition du pin d’Alep dans le monde et en Algérie.

I.1.2 Description botanique de la plante

Le pin d’Alep est un arbre toujours vert, sa hauteur totale est comprise entre 10 et 27m,
sa longévité n’excede pas 150 ans. Au tronc tortueux, irrégulier et branchu (figure 2)[2].
I.1.2.1 L’Ecorce

Riche en tannin, 1’écorce est d’abord lisse de couleur argentée, puis devient crevassée

avec des écailles de couleur gris-brunatre [2].

1.1.2.2 Les aiguilles
Sont appariées par paires dans le brachyblaste (rarement 3 a 5), de forme filiforme,

molles, vert jaunatre, ayant une épaisseur inférieure a 1 mm d’épaisseur, avec 6 a 10 cm de

long [2]

1.1.2.3 Les bourgeons
Non résineux, ils sont cylindriques, allongés, a écailles brunes libres frangées de

blanc[2].
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1.1.2.4 Cones

Oblongs roussatres, de 6 a 7 mm, trés nombreux et ramassés autour des bourgeons a
b) r M r hY . r M M . Y 11 Y
I’extrémité des rameaux, a maturité, les sacs polliniques libérent un pollen trés abondant

emporté par le vent (anémogamie)[2].

I[.1.2.5 Les rameaux
Ils sont vert clair, puis gris clair, assez fins, polycyclique car cet arbre fait souvent une

seconde pousse la méme année [2].

Bourgeon

Graine

Ouvert

Figure 2: Schéma représentatif des différentes parties de pin d’Alep.

1.1.3 Exigences écologiques de I’espéce
Le pin d'Alep (Phalepensis) est un conifere emblématique du bassin méditerranéen,
remarquable pour sa résilience et son adaptation aux conditions climatiques parfois rudes de la

région [2].
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e Climat : Son développement optimal se situe dans le bioclimat semi-aride a hiver frais.
Abondant dans la variante a hiver frais ou se trouve la majeure partie de ses
peuplements. On peut néanmoins le trouver dans des variantes chaudes, douces,
tempérées [2].

e Pluviosité : 220 a 1000 mm ; optimum 450 a 500 mm dans les régions bien arrosées, il
préfere les stations chaudes et bien drainées [2].

e Température : La moyenne des minima de mois n'est pas inférieure a 0°. Minima
absolus : -15° a -18°C a condition que le froid soit de courte durée.

e Vent : craint les embruns et les brumes [2].

e Milieu édaphique : Accepte les terrains calcaires a structures graveleuses, bruns

steppiques et non les argileux [2].

Le Pinus halepensis ne montre aucune préférence pour la composition de la roche mere ou
les niveaux de pH du sol. Il prospére dans les zones calcaires abondantes, peut s'adapter aux

sols argileux, mais évite les sols a faible rétention d'eau, comme le sable profond [2].

I.1.4 Phytochimie de P.halepensis
le pin d’Alep est un arbre intéressant d’un point de vue phytochimique, ce qui signifie

qu’il produit une variétés de produits chimiques comme :

I.1.4.1 Les vitamines
L'huile de pin est riche en vitamines essentielles ; Il s'agit notamment des vitamines : E,
F (connues pour leurs propriétés physiologiques élevées et antiacides), B1, B2, B3, vitamine

pro A (béta-carotene) et d’autre caroténoides|[8].

1.1.4.2 Les éléments minéraux
L’huile de pin d’Alep contient du magnésium, du zinc, du fer, du cuivre et de 1’iode. De
plus, il contient du calcium, du phosphore et du manganése. Ces composants, qui ont un impact

positif sur la sante, sont en surabondance dans les graines de P.halepensis.[8]

1.1.4.3 Les lipides

L'analyse de la fraction lipidique polaire des graines de P.halepensis Mill du nord de
1'Algérie est un sujet d'étude qui a idée a identifier et séparer différentes classes de glycolipides
et de phospholipides des graines a 1'aide de la chromatographie liquide et de la spectrométrie
de masse (LC/MS). Les graines ont montré une forte teneur en lipides, avec un taux plus élevé

de glycolipides que de phospholipides. [9]
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Ces glycolipides jouent un role important dans divers processus biologiques et peuvent

avoir des propriétés thérapeutiques potentielles en raison de leur composition en acides gras[9].

Une autre recherche a étudié le profil lipidique des graines de Pinus halepensis Mill, les
résultats obtenues montrent la richesse en acides insaturés : I’acide linoléique (30 % a 59 %),
I’acide oléique (17,4 % a 34,6 %) et d’autres acides saturés comme 1’acide palmitique (8,75
%), muyristique, rnyristoleique, palmitoléique, margarique, margaroleique, stéarique,
linoléique, arachidique et eicosénoique, ont été également détectés mais a des faibles teneurs.
Les graines de pin contiennent entre 19,8 % et 36,7 % d’huile, entre 14,25 % et 26,62 % de
protéines et entre 7,8 % et 8,6 % d’humidité ; de plus les éléments prédominants présents dans
les graines sont le phosphore, le potassium et le magnésium. [10]

1.1.4.4 Huiles essentielles :

L'hydrodistillation (GC/MS) des vertébres de P. halepensis a donné 0,3 % d'huile
essentielle. Le profil chromatographique a montré que cette huile était majoritairement
composée d’hydrocarbures sesquiterpéniques. Plus de 22 composés ont été identifiés,
représentant 92,38 % de ’huile totale. Le composant majeur de notre HE est 1'oxyde de

caryophylléne (48,15%) [11].

1.1.4.5 Les acides aminés :
L’huile de pin contient également jusqu’a 5% de substances azotées, dont 90% sont les

acides aminés, parmi lesquels 70% sont des amino-acides essentiels[8§]

Les principaux acides aminés sont : I’acide glutamique (5,5% de poids sec) et 1’arginine

(4,0%) comprenant environ un tiers (environ 33%) des protéines de graines[12]

I.1.5 Les propriétés pharmacologiques de P.halepensis
De multiples études pharmacologiques menées par Fekih N et al.2014 [13] également
par Kadri et ses collaborateurs en 2014 [14] ont confirmé que P.halepensis présente un large

spectre d’activités biologiques li¢es a sa composition chimique

I.1.5.1 Activité antibactérienne

Une étude a mené a explorer la composition chimique des huiles essentielles
de Phalepensis et a ¢évaluer leurs activités antibactériennes qui a été extraite par
hydrodistillation a partir des parties aériennes de P. halepensis. L’huile essentielle de P.

halepensis a montré une forte activité antibactérienne contre des bactéries telles que
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Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Salmonella enterica Spp, Arizonae, Listeria

innocua, Proteus mirabilis et Bacillus cereus grace a sa richesse en B-caryophylléne[15][13].

Cependant, elle n’était pas active contre Escherichia coli et Pseudomonas

aeruginosa[15][13].

I.1.5.2 Activité antifongique

Une autre étude a visé le test d’activité antifongique de 1’huile essentielle de pin d’Alep
extraite par hydrodistillation. Cette derniére montre une activité antifongique contre chacun
des Aspergillus flavus, Aspergillus niger, Fusaruium oxysporum et rhizopus stolonifer évaluée

par la méthode de diffusion en disque [11].

1.1.5.3 Activité anti-angiogénique

Une ¢étude s’est intéressée par la recherche de I’activité anti-angiogénique de la fraction
lipidique (lipides neutres, glycolipides, phospholipides) des graines de P.halepensis in vitro sur
les cellules endothéliales, et in vivo sur la membrane chlorioallantoique de 1’embryon de

poussin.

Les résultats suggerent que la fraction lipidique (les lipides neutres, les glycolipides et les
phospholipides) des graines de P.halepensis, présente des effets anti-angiogéniques. Il a été
remarqué que 1’activité anti-angiogénique des phospholipides et les glycolipides, faisant partie

des fractions testées, a été plus forte que celle liées aux fractions lipidiques neutres[14].

1.1.5.4 Activité antioxydante

Des chercheurs ont extrait des polysaccharides a partir des graines de P.halepensis en
utilisant différents solvants de précipitation tels que I’acétone, 1’éthanol et le propanol. Ils ont
ensuite évalué I’activité antioxydante de ces extraits. Les résultats ont montré que 1’extrait
obtenu avec de ’acétone présentait la plus forte activité antioxydante, mesurée a 1’aide de
méthodes telles que le test DPPH et le test FRAP. Ces polysaccharides pourraient donc étre
considérés comme une source potentielle d’antioxydants naturels, utiles pour lutter contre le

stress oxydatif dans le corps. [16]

En plus de l’activité antioxydante, les chercheurs ont également étudié¢ d’autres
propriétés biologiques des polysaccharides extraits des graines de P.halepensis. Voici un apercu

des résultats :



_ [REVUE DE LA LITTERATURE]

1.1.5.5 Activité anti-inflammatoire :

Les extraits de polysaccharides ont montré une capacité a inhiber la dénaturation des

protéines, ce qui suggere un potentiel anti-inflammatoire.

Ils ont également montré une activité anti protéinase, ce qui peut étre bénéfique pour

réduire I’inflammation.[16]

I.1.5.6 Activité anticoagulante :
Les polysaccharides ont été testés pour leur effet sur la coagulation sanguine. Ils ont
montré une activité anticoagulante, ce qui pourrait avoir des implications dans la prévention

des troubles de la coagulation.[16]

D’autre études ont démontré le potentiel hépato et néphroprotecteur [17],
neuroprotecteur [ 18] et insecticide[ 19], ainsi qu’une activité herbicide[20] de I’huile essentielle

de P.halepensis et des extraits de pins et de composés provenant du genre Pinus en particulier.
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I.2 Le microbiote des plantes

Le microbiote des plantes est un ensemble complexe et diversifi¢ de micro-organismes qui
vivent a Dintérieur et a la surface des plantes. Ces micro-organismes comprennent
principalement des bactéries, des champignons, des oomycetes et des archées qui interagissent

avec la plante, étendent son répertoire génétique et contribuent a sa survie [21].

La composition du microbiote des plantes varie considérablement selon plusieurs
¢léments : son génotype, les caractéristiques de son environnement (type de sol, climat et autres
facteurs environnementaux) et la capacité¢ génétique des micro-organismes environnants a

interagir avec celle-ci (figure 3)[22].

A titre d’exemple, le microbiote trouvé autour d’un plant de riz cultivé en Asie différe
en termes d'abondance et de diversité de celui autour d’un plant de bl¢é cultivé en Afrique. Les
deux varient considérablement. Notamment dans le blé les bactéries du phylum Bacteroidetes

prévaut sur les Proteobacteria [23], mais pour le riz, c'est I'inverse [24]
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catégorie « Autres » correspond a la somme de tous les genres de chaque phylum représentant moins de 0,5% des séquences d’ADN servant a I’identification

des micro-organismes.

Figure 3: Abondance relative des bactéries et archées des sols de France métropolitaine [22]

Une seule étude a été réalisée sur la flore microbienne des graines de Pinus halepensis a

révélé qu'Escherichia coli était 'espece la plus fréquemment isolée [25].
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I.3  Généralités sur les enzymes

Les enzymes sont des macromolécules protéiques de masse moléculaire ¢levée (de 10
a 1000 kilo daltons), capable de catalyser des réactions chimiques en stimulant leur vitesse d'au
moins 106 fois, par rapport a la réaction en leur absence[26]. Elles sont également présentes
dans les cellules de tous les organismes vivants, ou elles remplissent un role essentiel dans un
certain nombre de processus métaboliques. Les enzymes sont aussi responsables de la
décomposition de molécules complexes en molécules plus assimilables[27]. Les enzymes
microbiennes sont privilégiées par rapport aux sources végétales et animales en raison de leur
production économique, de leur consistance, de leur facilité¢ de modification et d'optimisation.
Elles sont comparativement plus stables que les enzymes d'origine végétale ou animale. En
outre, elles présentent une gamme plus large d'activités catalytiques et la plupart des enzymes
actuellement utilisées dans I'industrie sont d'origine microbienne[28]. Il en existe environ 200
sur le marché. Parmi elles, 130 sont employées dans des processus industriels. Un grand
nombre d'enzymes spécifiques jouent un role important dans les processus physiologiques (la
digestion, la conduction nerveuse, la synthése d'hormones, ...etc), ainsi que dans un certain
nombre de processus industriels, tels que les industries alimentaires (jus, lait, paille, plats
cuisinés...), pharmaceutique (antibiotiques, vitamines...) et de nettoyage (traitement de 1'eau,
détergents, lessives) [29]. Les enzymes bactériennes sont les plus utilisées du fait que les
bactéries peuvent croitre plus rapidement que les especes fongiques et ont donc un potentiel

dans les applications industrielles [30].

I.3.1 Les enzymes

I.3.1.1 Les protéases

Les protéases ou peptidases sont des enzymes protéolytiques qui catalysent 1’hydrolyse
de liaisons peptidiques. Dans certains cas, les enzymes sont extrémement spécifiques et
hydrolysent une unique liaison peptidique d une protéine donnée. Dans d’autres cas, les
peptidases hydrolysent plusieurs liaisons peptidiques qui présentent une séquence ou

conformation déterminée[31]

Les protéases peuvent étre produites par les bactéries, les moisissures et les levures. Les
protéases d’origine bactériennes sont essentiellement de la subtilase, produites par Bacillus
subtilis et quelques genres apparentés. Celle-ci est trés stable et résistante a I’action des
détergents. Par ailleurs, elle est naturellement excrétée dans le milieu, ce qui facilite sa
purification [32]. Les bactéries psychotropes du lait et en particulier, Pseudomonas fluorescens

et P. putida produisent des métallos protéases thermorésistantes utilisées en particulier pour la
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coagulation du lait et pour l’affinage des fromages [33]. Pour les moisissures, il s’agit
essentiellement de Aspergillus oryzae. Certaines levures peuvent également produire la

protéase tel que Aureobasidium pullulans [34].

1.3.1.2 Les lipases

Les lipases ou Tri-acyl-glycérol hydrolases (EC3.1.1.3) sont une classe particulicre des
hydrolases d’esters carboxyliques. Ces enzymes catalysant en présence d’eau, le clivage des
liaisons esters des triglycérides libérant des acides gras et successivement des diglycérides, des
monoglycérides et dans certains cas du glycérol. Ils peuvent aussi, dans les conditions

appropriées, catalyser la réaction inverse d’estérification[35].

Il existe des lipases microbiennes, produits par des bactéries du genre : Achromobacter,

Alcaligenes, Arthrobacter, Bacillus, Burkholderia, Chromobacterium et Pseudomonas.[35]

1.3.1.3 Les cellulases

Les cellulases désignent un groupe d'enzymes qui agissent ensemble pour hydrolyser la
cellulose en sucres simples [36] elles sont principalement produites par des micro-organismes
(bactéries et champignons)[37] mais également par des organismes représentant le régne

animal, notamment des insectes, des mollusques, des nématodes et des protozoaires[38].

Les cellulases sont des hydrolases qui catalysent le clivage des liaisons p-
1,4glycosidiques dans la cellulose avec un apport concomitant d'eau au point de clivage. Méme
si un seul type de liaison chimique est présent dans la cellulose, des enzymes ayant différents
modes d'action sont nécessaires pour la dégradation compléte du polymeére récalcitrant et
insoluble. Dans la nature, un seul organisme peut produire les enzymes nécessaires a la
dégradation complete de la cellulose, bien que I'action synergique de plusieurs organismes est

¢galement été suggérée. [39]
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II.1  Objectif du travail

Notre étude a pour but la caractérisation de la microflore bactérienne présente dans les

graines de pin d’Alep (P.halepensis).

Cette étude a été réalisée au niveau du laboratoire de microbiologie de la faculté SNV-

ST de "université de Bouira.

I1.2 Echantillonnage
Dix échantillons de cones de P.halepensis ont été récoltés au cours de la période allant de

février a avril 2024 dans plusieurs régions de la wilaya de Bouira (figure 05).

Echantillon 1 Bouira Ville
Echantillon 2 Ain Turk
Echantillon 3 Hizer

Echantillon 4 Ain Laloui
Echantillon 5 Bechloul
Echantillon 6 Bordj Okhris
Echantillon 7 Sour El Ghouzlane
Echantillon 8 Chorfa
Echantillon 9 Lakhdaria
Echantillon 10 Bir Ghbalou

Figure 4:Carte géographique illustrant les différents lieux de récolte des cones de

P halepensis au niveau de la wilaya de Bouira.

Tous les échantillons ont été récoltés sur des arbres matures choisis au hasard. Une

ouverture mécanique a 1’aide d’une pince métallique a été appliquée pour extraire les graines.

Avant de procéder a l'isolement des souches, tous les échantillons ont été¢ soumis a un
procédé de désinfection de surface afin d’¢éliminer la flore exogeéne. Devant le bec les
¢chantillons ont été placés dans un bain d'eau de Javel a une concentration de 10% pendant 2
minutes (annexe 01). Ensuite, pour éliminer toute trace d'eau de Javel résiduelle, deux ringages
successifs ont été effectués avec de 1'eau distillée stérile. Puis, les échantillons ont été

soigneusement séchés avec du papier Whatman stérile [40] .
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I1.3 Isolement et purifications des souches

Apres la désinfection des graines, 1g de chaque échantillon a été mis dans 9 ml de I’eau
peptonée tamponnée stérile et dans 9 ml dans le bouillon nutritif stérile, 2g de chaque
¢chantillon ont ét€¢ mis dans 5 ml d’eau physiologique stérile (annexe 01) et 5 ml d’eau distillée
stérile. Chaque tube a été agité pendant cinq minutes a 1’aide d’un vortex afin d’assurer une
distribution homogene des graines. Les tubes contenant le bouillon nutritif et 1’eau peptonée
tamponnée ont été incubés a 37°c durant 24 heures. Tandis que les tubes contenant 1’eau
distillée et I’eau physiologique ont été placés dans un réfrigérateur a une température de 5°c

durant 24 h[41].

Aprés incubation des échantillons, nous avons procédé a l'isolement des
microorganismes. Pour cela, environ 200 pL de chaque tubes ont été ensemencés dans des
boites contenants différents milieux sélectifs : gélose EMB, gélose MRS, gélose mac conkey,
gélose Chapman (Annexe 02). Aprés incubation a 37°C pendant 24h, toutes les colonies

morphologiquement différentes ont été repiquées sur des géloses sélectives.
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Figure 5: Récapitulatif des étapes d'isolement a partir des graines.

I1.3.1 La recherche des bactéries a Gram positif
L’isolement est effectu¢ par I’ensemencement d’environ 200uL de chaque échantillon

en surface des géloses MRS et Chapman. L'incubation est faite a 37°C pendant 24 heures.
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I1.3.2 La recherche des bactéries a Gram négatif
L’isolement est effectué par I’ensemencement d’environ 200uL de chaque échantillon

en surface de la gélose Mac Cockney. Ensuite, purifié sur la gélose EMB.

Pour obtenir des colonie bactériennes pures une étape de purification est nécessaire apres
leur croissance sur les milieux sélectifs. Cette étape implique plusieurs repiquages successifs
sur les mémes milieux sélectifs, permettant d’éliminer toute contamination par d’autres micro-

organismes et d’obtenir des colonies composes d’une seule souche bactérienne pure.

I1.4 Identification des souches

Les colonies présumées ont été identifiées en se basant sur une observation
macroscopique permettant d’observer la couleur, la taille et I’aspect des colonies et
microscopique (coloration de Gram (annexe(04) et I’état frais (annexe03) pour étudier la
mobilité et la morphologie des bactéries) suivie de I’emploi d’une galerie biochimique
classique composée des milieux Citrate de Simmons, TSI, oxydase ,test catalase, et milieu

Mannitol-mobilité et une orientation avec le milieu CHROM-AGAR.

II.S Extraction des protéines

I1.5.1 Protéines extracellulaires

Les colonies appartenant a différentes especes bactériennes ont été placées dans 20ml
de bouillon nutritif puis incubées a 37°c pendant 24h. Par la suite, chaque suspension a été
placée dans des tubes coniques stériles et centrifugé a 7000 tours a 4°c pendant 20 minutes.

Apres centrifugation, le surnageant a été récupéré dans des tubes Eppendorf stériles[42].

I1.5.2 Protéines intracellulaires

Aprées avoir incubé les colonies bactériennes dans 20 ml du bouillon cceur cervelle a
base d’arginine a 37°C pendant 24 h, chaque suspension a été placée dans des tubes coniques
stériles et centrifugés a 7000 tours a 4°c pendant 20 minutes. Apres centrifugation et
¢limination du surnageant, deux lavages successifs avec Iml du tampon phosphate salin (PBS)
ont ét¢ appliqués sur les culots. Chaque lavage a été suivi d’une centrifugation (7000 tours,

4°C, 20 min) et élimination du surnageant.[42]

Pour les souches a Gram (-), Iml de SDS a été ajouté directement aux tubes apres la
centrifugation, puis incubé a 37°c pendant 2min pour assurer la lyse des cellules et la libération
des protéines. Apres 2 minutes d’incubation, les tubes ont été centrifugés a 4°c durant 20 min,

puis I’extrait protéique a été récupéré dans des tubes Eppendorf stériles. Tandis que pour les
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Gram (+), on a ajouté d’abord 1ml de lysozyme pour chaque tube puis incubé a 37°c durant
1h [43]. Apres incubation, nous avons ajouté 1ml de SDS pour les tubes puis une centrifugation

a été effectuée. L extrait protéique a été récupéré dans des tubes Eppendorf stériles[42].

I1.6 Dosage des protéines

Le dosage des protéines a été effectué selon la méthode de Bradford [44]. Cette dernicre
utilisée pour le dosage des protéines est basée sur le changement de couleur du bleu de
Coomassie, qui se manifeste par un changement d’absorbance lorsqu’il forme des complexes
avec les acides aminés basiques (arginine, histidine, lysine) et les acides aminés hydrophobes

présents dans les protéines.[45]

I1.6.1 Mode opératoire
Le réactif de Bradford a été préparé en diluant 100 mg de bleu de Coomassie G-250
dans 50 ml d’éthanol absolu et 100 ml d’acide phosphorique. Le volume final a été porté¢ a 1 L

avec de I’eau distillée.

Un volume de 1000 ul du réactif de Bradford a été ajouté a 20 pl de chaque extrait
protéique préparé avec des dilutions convenables. Le mélange a été vortexé et 1’absorbance a
¢té mesurée apres 5 min d’incubation a 595 nm [45]. Une courbe d’étalonnage établie par la

BSA (annexe 08) a été utilisée pour la quantification des protéines[45].

I1.7 Mise en évidence de ’activité enzymatique

L’extrait protéique préalablement obtenu a ¢été utilisé pour la mise en évidence de
quelques activités enzymatiques. La méthode consiste a imbiber des disques stériles dans les
différents extraits puis les déposés sur des boites contenants différents milieux : milieu gélosé
a base de lait écrémé qui permet la mise en évidence de I’activité protéolytique[46], milieu
gélosé a base de I’amidon pour la recherche de I’activité amylolytique et un milieu gélosé a
base de D- cellobiose pour I’activité cellulolytique[46][47](Annexe 05).Toutes les boites ont

¢té incubées a 37°c pendant 48h.

I1.8 Mise en évidence de I’activité antibactérienne

Les extraits protéiques obtenus, on fait 1’objet d’une étude de 1’activité antibactérienne.
Pour cela, nous avons imbibé des disques stériles de 6mm dans les différents extraits, ensuite
déposés sur des boites contenants le milieu Muller-Hinton ensemencées avec deux souches
différentes : Escherichia coli ATCC 25922 (annexe 09) et Staphylococcus aureus ATCC 6538

(annexe 09). Puis, les boites ont ¢ét¢ incubées a 37°c pendant 24h [48]. L’activité
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antibactérienne se manifeste par 1’apparition d’une zone claire autour des disques supérieurs a

6 mm.
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II1.1 Les souches bactériennes

Un total de 10 échantillons de cones de Phalepensis ont été récoltés dans différentes
régions de la wilaya de Bouira. Les échantillons ont été préparés en utilisant de 1'eau peptonée,
de l'eau distillée stérile et du bouillon nutritif ainsi que de 1’eau physiologique. Les résultats
ont révélé la présence de 35 souches bactériennes distinctes dans I'ensemble des échantillons

Annexe 06) dont 67% bactéries a Gram positif et 33% de bactéries a Gram négatif.
p g

Pourcentages des souches a Gram + et Gram — isolées.

= GRAM + = GRAM -

Figure 6 : Pourcentages des souches & Gram + et Gram — isolées.

II1.1.1 La recherche des Gram positifs

Aprés I’ensemencement et l'incubation 24 h a 37°c sur Chapman, certaines colonies
petites de couleur crémeuse sont apparues, elles étaient rondes avec un contour régulier. La
coloration de Gram a révélé qu'il s'agissait de bactéries a Gram positif, prenant la forme de
coques, avec un virage de couleurs du milieu. Sur la base de ces caractéristiques et des résultats
de sa galerie biochimique et de 'orientation du chromagar (Annexe 06), nous avons suspecté
qu'il s'agissait de souches appartenant au genre Staphylococcus (figure 07). D’autres sont
apparues grandes de couleur crémeuse. Elles étaient plates, irréguli¢res. La coloration de Gram
a révélé qu'il s'agissait d'une bactérie a Gram positif, prenant la forme de bacilles. Sur la base
de ces caractéristiques et des résultats de sa galerie biochimique (Annexe 5) nous avons

suspecté que c’est une souche appartenant au genre Bacillus (figure 07).
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Sur le milieu MRS des colonies rondes et lisses de couleur blanche a créme sont

apparues. La coloration de Gram a révélé qu'il s'agissait des bactéries a Gram positif, prenant
la forme cocci. En se basant sur ces caractéristiques et des résultats des tests biochimiques

(Annexe 5) nous avons suspecté que ce sont des souches appartenant au genre Staphylococcus.

Figure 7: Les colonies des souches appartenant au genre A : Bacillus et B : Staphylococcus
sur milieu Chapman

I11.1.2 La recherche des bactéries a Gram négatif

Parmi les colonies repiquées sur EMB, certaines sont apparues grandes, muqueuses et
luisantes de couleur rose. La coloration de Gram a révélé qu’il s’agissait de bactéries a Gram
négatif, prenant la forme de bacille. Sur la base de ces caractéristiques et des résultats de sa
galerie biochimique et de I'orientation du chromagar (Annexe 06), nous avons suspecté qu’il
s’agissait de souches appartenant au genre Klebsiella (figure 08). D’autres colonies
apparaissent incolores a légerement beige, de tailles relativement grandes. La coloration de
Gram a révélé qu’il s’agissait de bactéries a Gram négatif, prenant la forme de bacille. Sur la
base de ces caractéristiques et des résultats de sa galerie biochimique et de l'orientation du
chromagar (Annexe 06), nous avons suspecté qu’il s’agissait de souches appartenant au genre
pseudomonas(figure 08). D’autres étaient de couleur rose a pourpre avec un centre plus foncé.
La coloration de Gram a révélé qu'il s'agissait des bactéries a Gram négatif, prenant la forme
de petits batonnets. Selon ces caractéristiques et les résultats de sa galerie biochimique
(Annexe 5), nous avons émis I'hypothése qu'il s'agissait d'une souche appartenant au genre

Enterobacter.
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Figure 8 : Les colonies des souches appartenant au genre A : Pseudomonas et B : Klebsiella
sur milieu EMB

Le pourcentage des souches isolées a partir des graines

de Pinus halepensis.
Enterobacter
11%
Klebsiella
11%

Staphylococcus

45%
Pseudomonas -
14%
Bacillus
19%

Figure 9: Le pourcentage des souches isolées a partir des graines de P.halepensis.

II1.2 Extraction et dosage des protéines :
Le dosage des protéines extraites a été effectu¢ avec un spectrophotometre. Les extraits

intracellulaires montrent un pourcentage élevé en concentration des protéines qui varie entre
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60 % a 90 % (figure 7) tandis que les extraits extracellulaires présentent des pourcentages

respectifs de 4% a 16% (figure 8).

La teneur en protéines des extraits des souches a Gram négatif
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Figure 10: La teneur en protéines des extraits des souches a Gram négatif
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II1.3 Résultats de la mise en évidence des activités enzymatiques
Un screening des activités protéolytiques, amylolytiques et cellulolytiques a ét¢ effectué
sur les extraits protéiques de nos souches bactériennes. La présence de ces activités est détectée

en utilisant les substrats a base de lait écrémé ; amidon ; D-Cellobiose.

Les extraits extracellulaires ont montré une activité enzymatique plus €levée (52%) que
celles des extraits intracellulaires (0%). Parmi les extraits intracellulaires, les réactions

protéolytiques ont été les plus fréquentes.

Pour les extraits protéiques intracellulaires des souches n’ont montré aucune activité
enzymatique, tandis que pour les extraits protéiques extracellulaires les souches de Bacillus ont
montré une activité protéolytique de 100% ,staphylococcus a 81%, Enterobacter 80% suivie
des souches de Klebsiella 75% et pseudomonas a 60%. Pour I’activité amylolytique aucun des

extraits des souches n’a montré une activité enzymatique (figure 10).

Les extraits protéiques extracellulaires ont montré une activité cellulolytique de
chacune des souches: Staphylococcus a 50% ; Enterobacter a 40% ; Klebsiella a

25% ;Pseudomonas a 20% ; et Bacillus 0%(figure 11) (Annexe 07).

Figure 12: Résultat de 'activité protéolytique Figure 13: Résultat de l'activité cellulolytique

25



Le taux d'activités enzymatiques des extraits protéiques
extracellulaires de chagque souche
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Figure 14: Le taux d'activités enzymatiques des extraits protéiques extracellulaires de chaque
souche.

I11.4 Résultats de I’activité antibactérienne :

Les extraits intracellulaires ont tous montré une activité (100%) contre Staphylococcus
aureus et ont présenté des zones d’inhibition de différents diamétres autour des disques (>6
mm) (Annexe 07). Contrairement aux extraits extracellulaires qui n’ont présenté aucune

activité (0%) sur la méme souche (Staphylococcus aureus).

En revanche, aucun des extraits intracellulaires (0%) et extracellulaires (0%) n'a

présenté une activité contre la souche Escherichia coli (Annexe 07).

Figure 15: Résultat de 'activité antibactérienne des extraits protéolytique contre
Staphylococcus aureus.
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[DISCUSSION]

L'¢lucidation du role des microbes au sein du phytobiome a conduit a une intensification
des efforts visant a identifier et a caractériser les communautés microbiennes (microbiote) en
fonction de divers parameétres, notamment l'espece hote, le stade de développement, la

distribution spatiale et 1'état physiologique[49].

Bien que de nombreuses recherches aient porté sur les graines de P.halepensis, aucune
¢tude n'a encore été menée sur la caractérisation de la microflore qu'elles abritent. Notre étude
contribue a combler cette lacune en s'imposant a explorer et analyser la composition
microbiologique des graines de P.halepensis, ouvrant ainsi de nouvelles perspectives dans ce
domaine de recherche. En raison de leur nature exceptionnelle en tant qu'organe végétal, les
graines constituent une source inestimable d'informations sur l'origine et la composition du
microbiote végétal. L'étude de la microflore endophyte des graines permet d'approfondir notre
compréhension de cette dynamique complexe. Cette connaissance approfondie du microbiote
des graines peut ensuite servir de catalyseur au développement de produits biotechnologiques

et industriels innovants.

Différentes graines peuvent varier dans la composition de leur microbiote, ce qui a un
impact sur la santé et la productivité de la plante, qui peut étre déterminée par les génotypes
des graines ainsi que par les conditions environnementales dans lesquelles les graines se

développent[50].

Nos résultats ont révélé une diversité microbienne significative au sein de chaque
¢chantillon étudié. Nous pensons avoir pu isoler des bactéries a Gram négatif des genres
courants tels que les Enterobacter, Klebsiella, pseudomonas, et d’autres a Gram positifs des

genres staphylococcus et Bacillus .

Sur la base de nos résultats, nous avons relevé la présence de microbiote endophyte dans
les graines. Avec Staphylococcus comme espece prédominante. Nos résultats concordent avec
les résultats d'études antérieures portant sur la présence de Staphylococcus dans les graines de
différentes plantes parmi eux :Truyens et al, 2013 [51] ont identifi¢ des souches de
Staphylococcus dans les graines d'dArabidopsis thaliana. Midha et al, 2016 [52]ont également
signalé la présence de Staphylococcus ainsi que le phylum des Gamma-Proteobacteria, auquel
appartiennent Klebsiella dans les graines de riz[52]. Pseudomonas, Entrobacter et Bacillus ont
¢galement été isoles a partir des graines de riz [53] ainsi qu’a partir d’autres graines végétales

[49][50].
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[DISCUSSION]

La variabilité des activités enzymatiques entre les différentes souches isolées suggere que

la capacité enzymatique des souches est une caractéristique variable qui dépend de la souche.

Dans notre étude, les souches appartenant probablement aux genres Bacillus, et
Staphylococcus, Enterobacter démontre une activité protéolytique ce qui concorde avec les
résultats rapporté par Rao M et al, 1998 [54] ,en outre, Prasad M et ses collégues en 2010 ont
rapporté que les protéases sont naturellement excrétées dans le milieu, ce qui facilite leur
purification [32]. Par ailleurs, 1'étude réalisée par Nicodeme et al, 2005 [55] a également
démontré que Pseudomonas est une souche productrice de protéase. Nos propres constatations
sont en accord avec ces résultats. Les résultats correspondent a ceux trouvés dans 1’étude menée

par Savvateeva L en 2004 aftfirme que Klebsiella possede une activité protéolytique [56].

Nos résultats montrent que 20 % de nos souches productrices de cellulase appartenant aux
genres Enterobacter, Pseudomonas, Staphylococcus et Klebsiella. Ces résultats correspondent
a ceux trouvés dans la littérature [57], [58], [59], [60] qui justifie que les souches bactériennes
appartenant au genre Enterobacter, Pseudomonas, Staphylococcus et Klebsiella produise

I’enzyme cellulase.

Concernant I’activité antibactérienne, nos résultats ont montré que tous les extraits de
nos souches isolées ont une activité contre staphylococcus aureus ce qui confirme sa sensibilité
contrairement a E.coli ce qui peut étre comparable a I’étude effectue par Fekih et ses collegues
sur le fait que 1’huile essentielle de P. halepensis a montré une forte activité antibactérienne
contre des bactéries telles que Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Salmonella
enterica Spp, Arizonae et d’autres or qu’elle n’était pas active contre Escherichia

coli et Pseudomonas aeruginosa [13].

29



CONCLUSION ET
PERSPECTIVES




[CONCLUSION ET PERSPECTIVES]

Les plantes offrent une multitude de services a l'environnement, parmi lesquels la
contribution des micro-organismes endogenes présents dans leurs graines. Ces micro-
organismes, objets de recherches croissantes, présentent un potentiel biologique et
biotechnologique considérable. Dans le cadre de cette étude, nous avons exploré la microflore

bactérienne des graines de P.halepensis, une espece d'arbre méditerranéen largement répandue.

L'analyse de la diversit¢ microbienne des graines de Phalepensis réalisée par des
techniques d'isolement et d'identification microbiologique. Les résultats obtenus ont révélé une
richesse microbienne remarquable, avec la présence d'une large variété de souches
bactériennes. Cette diversité microbienne souligne le potentiel biologique ¢levé de ces graines

en tant que source de micro-organismes bénéfiques.

L'évaluation des activités enzymatiques de la microflore bactérienne des graines de
Phalepensis a mis en évidence la présence d'enzymes clés, telles que les enzymes
protéolytiques et cellulolytiques qui pourraient conduire a leur production a grande échelle
pour des applications industrielles. Ces enzymes pourraient étre utilisées dans divers secteurs,
notamment la production alimentaire, la dégradation des déchets organiques, la fabrication de

biocarburants et la synthése de produits pharmaceutiques.

L'exploration des micro-organismes et des enzymes des graines de P.halepensis ouvre un
champ de recherche vaste et prometteur avec un potentiel d'application considérable dans
divers domaines. En poursuivant des recherches approfondies et en développant des stratégies
d'exploitation efficaces, nous pouvons tirer parti de ces ressources naturelles pour promouvoir
une bioéconomie durable et contribuer a la résolution de défis environnementaux et sociétaux

majeurs.
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ANNEXE

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%.

. Préparation de I’eau physiologique
Chlorure de SOAIUML......c..eiiiiiieriie et 58,44¢
Eau diStill€e.......oooouiiieiiiieiei e e 1000ml
Annexe 02
. Préparation du milieu Mac Conkey, EMB, Chapeman, MRS, du bouillon nutritif

et de I’eau peptonée tamponnée

- La poudre déshydratée de chaque milieu est pesée grace a une balance analytique.
- La poudre est suspendue dans de I'eau distillée.

- Le barreau magnétique est déposé dans le mélange.

- Le mélange est déposé sur une plaque chauffante agitatrice et est bouilli jusqu'a dissolution

complete des ingrédients.

- Le milieu est ensuite stérilisé par autoclavage.
Annexe 03
. Examen a I’état frais

Déposer une goutte d’eau physiologique sur la lame.

Flamber I’anse de platine.

3- Prélever une colonie avec 1’anse de platine.

4- Déposer la colonie bactérienne dans la goutte d’eau stérile et I’étaler 1égérement.
5- Déposer la lamelle sur la lame au niveau de la goutte.

6- Observer au microscope optique au grossissement (Gx40).
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Annexe 04

Coloration de Gram
1- Effectuer un frottis fixé : sur une lame, déposer une goutte d'eau stérile. Ajouter une colonie

isolée. Etaler et fixer 4 la chaleur.
2- Coloration par le violet de gentiane. Laisser agir de 30 secondes a 1 minute, puis rincer a l'eau.
3- Mordancgage au Lugol : Laisser agir de 30 secondes a 1 minute, puis rincer a I'eau déminéralisée.

4- Décoloration a l'alcool : Verser goutte a goutte l'alcool sur la lame inclinée obliquement, et
surveiller la décoloration qui doit étre rapide. Le filet doit étre clair a la fin de la décoloration.

Rincer abondamment avec de I'eau déminéralisée pour stopper la décoloration.

5- 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.
6- Séchez la lame a la chaleur.

7- Observer au microscope optique avec une goutte d'huile a immersion au grossissement
(Gx1000).

Annexe 05 : Milieux pour les tests enzymatiques

* Milieu gélosé a 5% de lait écrémé

S JATE ECTEIMIE .. vttt e 50ml
7.2 ) 10g
S AU AISTIILEE ..ottt 1000ml

* Milieu gélose a amidon 1%

(€1 e IE 1113 w13 A7/~ PN 1000ml
N 101 a0 ) 10g

e Milieu a 0,5% de D-Cellobiose

DCRllODIOSE .. neeentettet et e e e e S5g
(€ 1 (e IC 111 13 w13 A7/ <P 1000ml
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Annexe 06

Tableau des résultats d’identification des souches

TSI
]
MILIEU “/":1'\:"::?: CITRATE é OXYDASE iz:z:‘; s:: Forme Bactérie suspecte
GAZ LAC/GLU | & &
EPE (1) CHAPMAN +/- - - + + - Jaune Cocci Staphylococcus
CHAPMAN +/- - - + + - Jaune Cocci Staphylococcus
EPH (1)
EMB +/+ + - + + + Verte Bacille Pseudomonas
EPE (2) EMB +/+ + + + + - Bleu Bacille Enterobacter
EPH 2 CHAPMAN +/+ - - + + - / Bacille Bacillus
CHAPMAN +/- - - + + - Jaune Cocci Staphylococcus
EPE 3 MRS +/- - - + + - / Cocci staphylococcus
EMB +/+ + - - + + Verte Bacille Pseudomonas
EPE 4 EMB +/+ + - - + + Verte Bacille Pseudomonas
EMB c1 +/+ + + + + - Bleu Bacille Enterobacter
BN5
EMB C2 +/+ + + + + - Bleu Bacille Enterobacter
EMB C1 +/- - - + + - Jaune Cocci Staphylococcus
Bleu . .
ED5 EMB C2 +/- + + + + - ) Bacille Klebsiella
Violet
MRS +/- - - + + - / Cocci staphylococcus
CHA::,IAN +/- - - + + - Jaune Cocci Staphylococcus
BN 6
Chaz’;‘a" o+ . . + + . / Bacille Bacillus
EPE 6 CHAPMAN +/+ - - + + - / Bacille Bacillus
CHAPMAN +/- - - + + - Jaune Cocci Staphylococcus
ED6
EMB 4/ + + + + . Bleu Bacille Klebsiella
violet
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CHA::AAN +/- - - + + - Jaune Cocci Staphylococcus
Chapman .
BN 7 2 +/- - - + + - Jaune Cocci Staphylococcus
MRS +/- - - + + - / Cocci staphylococcus
CHAPMAN +/+ - - + + - / Bacille Bacillus
EPE 8
EMB +/+ + - - + + Verte Bacille Pseudomonas
ED 8 CHAPMAN +/+ - - + + - / Bacille Bacillus
BN 9 MRS +/- - - + + - / Cocci staphylococcus
CHAPMAN +/+ - - + + - / Bacille Bacillus
EPE9
Bleu
- - i iell
EMB +/ + + + + Violet Bacille Klebsiella
EPH9 CHAPMAN +/- - - + + - Jaune Cocci Staphylococcus
ED9 EMB +/+ + - - + + Verte Bacille Pseudomonas
CHAPMAN +/- - - + + - Jaune Cocci Staphylococcus
BN 10
EMB +/+ + + + + - Bleu Bacille Enterobacter
EPE 10 CHAPMAN +/- - - + + - Jaune Cocci Staphylococcus
Bleu . .
EPH 10 EMB +/- + + + + - ! Bacille Klebsiella
Violet
ED 10 EMB +/- - - + + - Jaune Cocci Staphylococcus
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Tableau des résultats des extraits aux différentes activités enzymatiques et

Annexe 07

antibactérienne.

Activité enzymatique

Activité antibactérienne

Bactérie Protéolvii Cellulolvi Amviolvti Staphylocoque Escherichia
suspecte rotcolytique ellulolytique mylolytique aureus coli
Staphylococcus | - - - 8 mm
Staphylococcus | - - - 9 mm
Pseudomonas | - - - 12mm
Staphylococcus | - - - 14mm
Pseudomonas | - - - 12mm
Staphylococcus | - - - 10mm
Enterbacter - - - 9mm
Bacillus - - - 9,5mm
Bacillus - - - 10mm
Klebseilla - - - 10mm
Staphylococcus | - - - 13mm
Bacillus - - - 10mm
Staphylococcus | - - - 9mm
@ Staphylococcus | - - - 10mm
‘% | Pseudomonas | - - - 11mm
E Staphylococcus | - - - 9mm
§ Staphylococcus | - - - 9mm
& | Staphylococcus | - - - 10mm
-E Staphylococcus | - - - 8mm
'S | Pseudomonas _| - - - 11mm
% | Bacillus - - - 10mm
= [Kiebsiella - - - 10mm
Enterobacter - - - 11mm
Staphylococcus | - - - 10mm
Bacillus - - - 7mm
Enterobacter - - - 9mm
Staphylococcus | - - - 7mm
Staphylococcus | - - - 11mm
Klebsiella - - - 8mm
Staphylococcus | - - - 8mm
Enterobacter - - - 8mm
Pseudomonas | - - - 7mm
Staphylococcus | - - - 11mm
Enterobacter - - - 7mm
Klebsiella - - - 7mm
Staphylococcus | 19mm + - -
Staphylococcus | 18mm + - -
8 Staphylococcus | 20mm + -- -
3 Pseudomonas | Omm - - -
S T Staphylococcus | 21mm - - -
£ 8 Enterobacter 14mm - - -
= & Staphylococcus | 0Omm - -
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Bacillus 20mm -
Bacillus 26mm -
Pseudomonas | 25mm +
Pseudomonas 14mm -
Staphylococcus | 0mm -
Staphylococcus | 10mm -
Bacillus 30mm -
Enterobacter 21mm -
Staphylococcus | 11mm -
Klebsiella 12mm -
Klebsiella 25mm -
Enterobacter Omm -
Bacillus 22mm -
Pseudomonas | 28mm -
Staphylococcus | 28mm -
Klebsiella Omm -
Staphylococcus | 19mm -
Klebsiella 27mm +
Enterobacter 26mm +
staphylococcus | 22mm -
Staphylococcus | Omm -
Bacillus 27mm -
Staphylococcus | 28mm -
Staphylococcus | 16mm -
Pseudomonas 13mm -
Staphylococcus | 25mm -
Staphylococcus | 22mm -
Enterobacter 8mm +
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Abs

0,9
0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

Annexe 08

Courbe d’étalon du dosage des protéines

BSA CALIBRATION CURVE y =0,8217x-0,0111

R? =0,9986
o )
."."
..-..'.
.'...‘
=
o
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1

Concentration mg/mL

Annexe 09

Caractéristiques générales des souches bactériennes testées

Nom de la souche Reference Gram Famille
Escherichia coli ATCC 25922 Négatif Enterobacteriaceae
Staphylococcus aureus ATCC 6538 Positif Staphylococcaceae
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Résumé :

Les plantes hébergent une variété d'espéces endophytes, y compris les bactéries endophytes des graines.
Malgré de multiples recherches sur la caractérisation microbiologique des graines de plantes, on dispose de trés
peu d'informations sur les endophytes microbiens présents dans les graines de Pinus halepensis. La présente étude
avait pour objectif de déterminer la microflore bactérienne des graines de Pinus halepensis et de cribler les
protéines fonctionnelles produites par cette microflore. Nos résultats ont révélé la présence de souches
bactériennes dans ces graines, telles que Staphylococcus 44%, Bacillus 17%, Pseudomonas 14% Klebsiella et
Enterobacter ainsi que dans notre étude en vitro, nous avons constaté que toutes les souches bactériennes
présentent au moins une activité enzymatique (protéolytique et cellulolytique). Ce travail a mis en lumicre la
présence d'une microflore endophyte dans les graines de Pinus halepensis, qui fait office de source potentielle

d'enzymes d'un grand intérét pour des applications industrielles.
Mots clés : Graines, Pinus halepensis, flore bactérienne, activité enzymatique, activité antibactérienne.
Abstracts:

Plants host a variety of endophytic species, including endophytic seed bacteria. Despite extensive
research about microbiological characterization of plant seeds, very little information is available on the microbial
endophytes present in Pinus halepensis seeds. The aim of the present study is to determine the bacterial microflora
of Pinus halepensis seeds and to screen the functional proteins produced by this microflora. Our results revealed
the presence of bacterial strains in these seeds, such as Staphylococcus 44%, Bacillus 17%, Pseudomonas 14%
Klebsiella and Enterobacter. In our investigation in vitro, we found that all bacterial strains display at least one
enzymatic activity (proteolytic and cellulolytic). This work has highlighted the presence of an endophytic
microflora in Pinus halepensis seeds, which acts as a potential source of enzymes of great interest for industrial

applications.

Keywords: Seeds, Pinus halepensis, bacterial flora, enzymatic activity, antibacterial activity.
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